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3　研究成果
第1童　研究目的
ヒトの腸炎および下痢症の原因となる大腸菌は, ｢腸管病原大腸菌｣と呼
ばれ,腸管内正常細菌叢を構成する大腸菌とは区別されている.この大腸菌
には, 4種類の発症機構の異なるグループが知られており,腸管病原性大腸菌
(enteropathogenic E. colI, EPEC) ,腸管組織侵入性大腸菌(
enteroinvasive E. coll, EIEC) ,毒素原性大腸菌(enterotoxigenic E.
coll･ ETEC)および腸管出血性大腸菌(enterohemorrhagicE. coll,
EHEC)と呼ばれている1). WHOの統計によると,発展途上国の小児を中心
に約500万人が毎年下痢性疾患により死亡しているが,この感染性下痢症の原
因菌として｢ETEC｣が考えられている. ETECは日本だけでなくその他の先
進国でも下痢性病原菌として分離されており,メキシコなどへの｢旅行者下
痢症｣の原因菌としても知られている.熱帯,亜熱帯地方でのETECの流行は
もちろんのこと,最近の海外旅行者の増加および韓入食品の増加などを考慮
すると,我が国においても今後ETECに対する関心は増加するものと考えられ
る.
ETECは60℃, 10分間の加熱で容易に失括する｢易熱性エンテロトキシン
(heaトlabileenterotoxin,LT) ｣と, loo℃, 30分間の加熱にも耐性を
持つ｢耐熱性エンテロトキシン(heat-stableenterotoxin,ST) ｣の2種
類の毒素を産生する2).両毒素ともヒト腸管上皮細胞に働き,細胞内のサイ
クリック･ヌクレオチドの濃度を上昇させることにより下痢を引き起こすと
考えられているが,正確な作用機作は未だ解明されていない.
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表1腸管病原性大腸菌による食中毒の種類とその特徴
原因菌　　　　　　　予想発症織序　　　　　　　　　主要症状
腸管病原性大腸菌　　　付着･定着?
(EPEC)
腸管抱擁侵入性大腸菌
(E氾C)
専売麻性大腸菌
(mC)
腸管出血性大腸菌
(EHEC)
Shiga-like toxin7
(一筆自責合成阻害作用)
腸粘涙への膏の侵入
(-上皮細胞の破壊)
u~(ーアデニレート･
サイクラーゼの活性化)
ST(一グアニレート･
サイクラーゼの活性化)
Shiga-like toxin
vero toxinと南棟
下痢.発乱腹痛,噂心,噸吐
(非特異的症状)
下痢(一部粘血便),発乱曜気,腹痛,
曜吐.悪感,全身倦怠感
下痢(水棲性),麻痛.発&,唖気,喝吐
血便.腹痛.噴気･喝吐,発熱
本田武司ら.職生軌1)より抜粋
5
コレラトキシン(CT)はコレラ菌(Vl'bn'OcholeTae)が腸管感染し,増
殖した菌体が産生する易熱性エンテロトキシンであり, ETECの産生するLT
はもとよりジフテリア毒素,志賀毒素およびPseudomonasaeTugl'nosa
exotoxinAなどと同様にAサブユニット1つとBサブユニット5つからなる　r
AB5型毒素｣ (図1参照)に分類される3).コレラ菌やその他の病原菌が産生
する毒素,例えばEschen'chJ'a coh', CampylobacteTPYlon', Clostn'dl'um
botuh'num,そしてインフルエンザウイルスA,Bなどの毒素は,標的細胞表
層に存在する結合糖銭をレセプターとして認識･結合することが多い4) ,5) ,6)
7) ,8) ,9) ,10) ,ll).とくにCTはBサブユニットがシァル酸を含む結合糖鎖をレセ
プターとして結合することが確認されている. CTのAサブユニットは,ジス
ルフイド結合で結ばれたAl (M.W.21,000)とA2 (M.W.7,000)の2つの
フラグメントからなっており12),細胞中のアデニレートサイクラ-ゼ(AC)
系を活性化させ,サイクリック･AMP (CAMP)を上昇させることにより下
痢を引き起こしている13),14).しかしながら, Aサブユニット単独では細胞へ
の作用は確認されず, AC系の存在する細胞膜内または細胞質側にAサブユ
ニットを侵入させる機構の存在が考えられており,この侵入機構にBサブユ
ニットが関与している.このように, CTの毒性発現にはBサブユニットが不
可欠であり,これは腸管細胞表層に存在する酸性スフィンゴ糖脂質モノシア
ロガングリオシドGMl (GMl) (図2参照)中の結合糖鎖の非違元末端に位
置する｢NANAα2-3Gaト構造｣を認識･結合することに始まる. GMlとCT
との親和性は古くから検討されており,細胞を用いての免疫染色法15) , CTを
放射能ラベルしての薄層クロマトグラフィー(TLC)での検出16)および
TLC-immunostaining法17)などが行われてきた.最近では蛍光分析法を用
いた高感度検出法18)も開発され,これによりCTのGMlとの結合部位の確認も
6
A subunit
病原性を発現
B subunit
腸管付着性
モノシ7日ガングリオシドGMl
をレセプターとして結合
図1コレラトキシンのサブユニット構造モデル
7
Galβト3GalNAcβ 1
ト4GIc β 1 -トCeramide
図2　モノシアロガングリオシドGMlの精鉄構造
実線でPほれた部分はCT-Bの箆鼓槍戟構造を示す
8
なされている.
一方, GMlに結合する糖銭構造と近似した｢糖鎖アナログ｣を持つ糖タン
パク質成分等が反応系に存在する場合には,毒素はこの成分とも結合するた
めGMlとの結合量は減少し,毒性の発現は中和または低減される.これまで
知られているCTにおける中和活性測定方法としては, ①チャイニーズハムス
ター卵巣(CHO)細胞の異形化19) ･20)や, ②cAMPの冗進を検出する方法お
よび③ウサギ結染腸管ループ試験法21) ,22)等が報告されている･ CHO細胞の
異形化は現象面の特徴を捉える方法であり,中和活性の有無は確認できるも
のの,中和括性能を定量することは不可能である.その他の方法も実験操作
が煩雑であることおよび正確な数値化による括性能の相互比較は難しいと考
えられている.最近, Kawasakiら23)により報告されたマイクロプレートを
用いた測定方法は比較的短時間で簡便に定量的なデータを得ることが可能と
考えられた.この方法はGMlを直接マイクロプレートにコートし,ベルオキ
シダーゼ標識CT-Bサブユニット(P-CT-ち)を用いて試料と競合阻害反応さ
せ,発色させた後マイクロプレートリーダーを用いてGMlと結合したP-CT-B
量を測定するものであった.本研究の第一の目的は,これらの中和活性測定
法における種々の問題点を克服し,より優れた手法を開発することである･
一方,チーズ製造の際の副産物として生じるチーズホエーには様々なホ
ェ-タンバク質並びにラクト-スなどが豊富に含まれており,その一部は食
品素材としても用いられている.すなわち,製薬分野での錠剤における付加
剤としてのラクト-スの利用,ヨーグルトや乳製品への添加または家畜の餌
などとして利用されている.しかしながら,その生成量に比べてその消費量
は非常に少なく,多くが産業廃棄物として処理されているのが現状である･
近年では,大量のチーズホエーの廃棄による土壌や水質汚染など,環境に与
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える負荷が発展途上国では大きな問題となりつつあり,新たな有効利用法が
望まれている.チーズホエー中に含まれる生理活性成分の1つとしては,凝
乳酵素キモシンによりfC-カゼインが消化されて生成するカゼイノグリコペプ
チド(CGP, fCICn :flO6-169)の存在が確認されている. CGPは分子量
約9kDaの親水性の高いペプチドであり24) , CGPに結合する糖鎖には,ガラ
クト-ス(Gal) , N-アセチルガラクトサミン(GalNAc) ,および様々な生
理活性に関与すると考えられているN-アセチルノイラミン酸　くNANA)の3
種の糖質を含み25) ,コレラトキシン中和活性26)をはじめとする様々な生理活
性を有することが報告されていも27) ,28,) 29) ,30) ,31). CGPがCT中和活性を有
するのは結合糖鎖中にNANAα2-3Ga1-という部分構造があるためと考えら
れる.本研究では,このCGPに新規な糖鎖を導入するなどの糖鎖修飾により
｢ネオCGP｣を作出し,新たな生理活性の付与の可能性を検討した.
そして最終的には,本研究で新たに開発した新規CT中和活性測定法を用い
て,このネオCGPの中和活性の推移を検討することで, CTの作用機作も考察
することも目的とした.
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A GalNAc-peptide
Gal β 1 -3GalNAc-peptide
NANAα 2-3GaI8 1 -3GalNAc-peptide
NANA
2
6
α
Gal β 1 -3GalNAc-peptide
NANA
2
6
α
NANAα 2-3Galβ 1 -3GalNAcLpeptide
図3　カゼイノグリコペプチド(CGP)結合糖鎖17)
実線で囲まれた部分はCT-B認織糖鎖構造を示す
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第2章　ポリスチレンビーズを用いたコレラトキシン中和活性測
定法の開発
2-1　緒　言
コレラの原因として知られるコレラトキシン(CT)の毒性の発現にはCT-
Bサブユニット(CT-B)が腸管に存在する糖脂質:モノシアロガングリオシ
ドGMlの結合糖鎖であるNANAα2-3Gal構造を認識･結合することが不可欠
である.この結合を阻害するためには, CT-Bの認識反応系中にこの反応を競
合的に阻害する物質,すなわち｢コレラトキシン中和活性物質｣が存在する
ことが必要である.この中和活性物質の検出方法には,以前からチャイニー
ズハムスター卵巣細胞(CHO細胞)の異形化を検出する方法19) ,20)や,
Kawasakiら23)により報告されているGMlをマイクロプレートに吸着させ,
ベルオキシダーゼ標識CT-B (P-CT-B)を用いたマイクロプレート法などが
行われてきた. CHO細胞の異形化の検出法は, Guerrantら19)が, CHO細
胞がCTまたは毒素原生大腸菌の産生する易熱性エンテロトキシン(LT)の添
加により,形態的変化を示すことに着目して開発したものである.しかしな
がら,細胞の維持およびアッセイにかなり長時間要すること,視覚的に検証
するため数値化が困難であるという点で問題が残っていた.その他には,ウ
サギ結染腸管ループ試験法がある21) ,22).これは, CTの感染が下痢を引き起
こすことを利用したもので,まずウサギに麻酔をかけ,開腹して腸管に複数
のループを作り,その中にCTおよび試料を注入する. 20時間後と殺し,ルー
プ内の水分量を測定するものである.しかしながら,この方法は動物実験で
あるために誤差が生じやすく,操作に時間がかかるという欠点があった.
一方,マイクロプレート法では実験室内で比較的簡便に行うことができ,
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数値化により中和活性物質を評価することが可能であった.しかしながら,
我々の予備検討において希釈した際のP-CT-Bの保存性,マイクロプレート
ウェルへの非特異的吸着の防止が困難であることなどの問題点が確認され
た.この間題を解決するために, ELISA法で汎用されているポリスチレン
ビーズおよびビオチン標識CT-Bの導入を試みた.ポリスチレンビーズは,マ
イクロプレートとは違い移動可能であるため,反応系から取り出すことによ
り容易に反応停止が可能であることなどが優れており,さらに洗浄すること
で再利用できるなどの経済的効果も考えられた.
本章では,モデル中和活性物質として既に報告されているカゼイノグリコ
ペプチド(CGP) 23),26)およびラクトフエリン(Lf) 23)を用いて,新規のコ
レラトキシン中和活性測定法を開発することを目的とした.
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インキュベート
国4　ポリスチレンビーズを用いた薪コレラトキシン中和活性測定法の原理
▲ :モノシ7E)ガングリオシド{Nl
ヱ:西洋ワサビベルオキシターゼ撫養ストレプトアピジン(HRP-SA)
由:カゼイノダ')コぺプ邦､
内:コレラトキシンBサブユニ･Jト
●　:ピオチン
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2-2　材料と方法
i!L ･崇
本実験では,とくに断らない限り和光純薬工業(秩)社製の特級または1級
試薬を用いた.ポリスチレンビーズ(¢3･2mm･ 163-11291)および2,2'ア
ジノービス(3-エチレンベンゾチアゾリンー6-スルホン酸) (ABTS･残留塩
素測定用, 016-08521)は和光純薬工業(秩) (大阪)より･マイクロプ
レート(平底96穴, MS-8096F)およびベルオキシダーゼ発色キットT
(ML-1120T)は住友ベークライト社(東京)より購入した･ビオチン標
識コレラトキシンBサブユニット(B-CT-B)およびベルオキシダーゼ標識コ
レラトキシンBサブユニット(P-CT-B)はLISTBIOLOGICAL
IABORATORIES,INC. (California,USA)より購入した･モノシアロガ
ングリオシドGMl (Monosialoganglioside-GMl, No･G-7641,ウシ脳由
莱)はSIGMACHEMICALCOMPANY (St･ Louis, USA)から･西洋ワ
サビベルオキシダーゼ標識ストレプトアピジン(HRP-SA･ HorseRadish
per｡Ⅹidase-Streptavidin, 43-4323)はZYMEDLABORATORIES,
INC. (SanFrancisco,USA)より購入した.陰イオン交換体であるQ
sepharoseHighPerformance (17-1014-01)はPharmaciaBiotech (
uppsala,Sweden)より購入した･
2iJ如⊥準解条件の検乱
GMlを溶解させる溶媒には,蒸留水,メタノールおよびエタノールの3種を
検討した.また, GMl濃度として, 6･25, 12･5, 25および50ng/wellにつ
いて検討を行った.糖脂質であるGMlは,常温下での完全溶解は困難である
と考えられたため,全ての溶媒において100℃で10分間予備加熱することに
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より溶解を確実なものとしてから,各種溶媒を用いて段階希釈した･
3. G岨⊥吸着基材の検討
コレラトキシンレセプターとしてのGMl用の吸着基材として, ①ポリスチ
レンビーズおよびELISA法などで汎用されている②マイクロプレートの2種を
検討した.
①ポリスチレンビーズへのGMlのコーティング
ポリスチレンビーズは,使用前にメタノール中で60℃, 30分間振とうしな
がら加温洗浄した.この洗浄ビーズを96穴マイクロプレートウェルに1個ずつ
洗浄ピンセットにより移した.ついで, GMlのエタノール溶液(50mg/ml)
100〟1を各ウェルに加え,室温下の真空デシケ一夕-中でエタノールを減圧
蒸発させることによりGMlをビーズ表層へ吸着固定(塗布)させた･
②マイクロプレートへのGMlのコーティング
マイクロプレートウェルへの吸着は, GMlエタノール溶液(100JLl)を各
ウェルに直接加え,室温下の真空デシケ一夕-中でエタノールを減圧蒸発さ
せることにより,各ウェル表層へ吸着固定(塗布)させた.
4.ビーズ洗浄条件の検討
ポリスチレンビーズへ非特異的吸着したタンパク質成分の除去を行うため
の洗浄用緩衝液として, ①リン酸緩衝溶液(PhosphateBuffered Saline,
PBS, phosphate-buffered saline(DULBECCO `A') (0ⅩOID社製,
Hampshire,England) 1錠を100mlの蒸留水に溶解したもの)および②
0.05%Tween20を含むPBSの2種について検討した.洗浄回数は, 1-10
回までを検討した.洗浄はウェル1個を十分満たす量(330〟1)の洗浄用
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bufferを各ウェルに加えた後,サッカーの先に接続したパスツールピペット
により吸引除去する操作を繰り返すことにより行った.
5.プロ･ソキング都の検討
GMl吸着ポリスチレンビーズへのB-CT-B,試料およびHRP-SAなどのタ
ンパク質成分の非特異的吸着を防ぐためのブロッキング剤として, ①牛血清
アルブミン(BSA, BovineAlbuminFractionV , 8ト003-3, MILES社
製, Kankakee, USA) , ②Tween20 (EIAGrade, 170-6531, Bio-
RadLaboratories製, California,USA)および③ゼラチン(EIAGrade,
170-6537, Bio-Ra血aboratories製)の3種について検討した. BSAおよ
びゼラチンにおける濃度は, PBS中での1, 3および5% (W/v)渉液で,
Tween20においては, PBS中での0.025, 0.05および0.1% (Ⅴ/v)容液で
行った.ブロッキング時間は, 1および20時間について検討し,最終的に発色
性が最も低くなる最適条件を検討した.
6. B-CT-B濃度の検討
試料(1mg/ml)と各濃度(0.1, 0.5, 1および5FLg/ml)のB-CT-B溶液
をそれぞれ50FLlずつ96穴マイクロプレートウェルに加え, 1時間振とうしな
がら反応させた.ついで,各ウェルにGMlコーティングビーズを1個ずつ加
え,さらに1時間反応させた.ビーズをPBSで洗浄(330〟1×3回)後,
HRP-SAを加え室温で30分間静置することにより反応させた. 0.1%ABTS溶
液を発色基質として各ウェルに100〝1ずつ加え, 30分間振とうして発色させ
た後,吸光度(OD405mm)を測定し,各濃度における発色性およびコレラト
キシン中和活性値を検討した.
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7. HRP-SA濃度および反応温度の検討
市販HRP-SA原液を蒸留水またはPBSで1,000, 2,000, 4,000, 6,000ま
たは8,000倍希釈した溶液を用い,反応温度については室温または37℃下で
検討した.
8.発色基質の検討
発色基質には, ｢基質1｣ ;0.05%過酸化水素水(H202) :0.08% (W/v
) 5-アミノサリチル酸水溶液=9: 1 (Ⅴ/v)に混合しlN水酸化ナトリウム
溶液でpH6.0に調整したもの. ｢基質2｣ ;0.1% (W/v) ABTSおよび
0.003% H202を含む0.1Mクエン酸緩衝液pH4.0.および｢基質3｣ ;ベル
オキシダーゼ発色キットT (3,3-,5,5㌧tetramethylbenzidine, TMBZ,住
友ベークライト(秩)社製, ML-1120T)の3種について検討した.検出波長
は, ｢基質1｣および｢基質3｣においては450nmで, ｢基質2｣においては
405nmで測定を行った.
10.コレラトキシン標識法の比較
CT-Bの標識法として(Dビオチン標識(B-CT-B)および②ベルオキシダー
ゼ標識(P-CT-B)の2種について検討した.ブロッキング済みのGMlコー
ティングビーズに10LLg/ml濃度の各CT-B溶液を100LLl加え,発色試験を
行った. PICT-Bについては1時間振とうしながらGMlと結合させた後,
TMBZを加え,発色させた.一方, B-CT-Bにおいても1時間反応させ,洗浄
用緩衝液により洗浄した後, 6,000倍に希釈したHRP-SAを加え, TMBZを
加え発色させた.
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主上._チーズホエーパウダーからのカゼイノグリコペプチド(CGP)の調製
チーズホエーパウダー(100g)を12% (W/V)トリクロロ酢酸(TCA)
溶液19に懸濁させ,室温で1時間撹拝して, CGPの抽出を行った･次いで,
この溶液を遠心分離(10,000rpm, 4℃, 15分)し,上清部を1N水酸化ナト
リウム溶液を用いてpH7.0に中和した.ついで,試料溶液を透析チューブ(
seamless Cellulose Tubing, 36/32, pore size 24Å, Viskase Sales
corp., U.S.A., 12-14kDacutoff)に移し,ポリエチレングリコール
20,000を用いて, 4℃で12時間濃鮪した.次いで,初めに0･9% (W/v)堤
化ナトリウム(NaCl)水溶液に対して3日間,さらに蒸留水に対して3日間,
4℃で透析を行い,脱塩および非特異的に吸着している遊離糖(主にラクト-
ス)を排除した.透析内液を遠心分離(10,000rpm, 4℃, 15分間)し,上
清部を凍結乾燥した(日量と) .
12.アシアロ化CGPの調製
cGP (100mg)を0.1N硫酸(5ml)に溶解し, 80℃で1時間加熱し弱加水
分解を行い, CGP結合糖鎖からのN-アセチルノイラミン酸くNANA)を遊離
(アシアロ化)させた.次いで,試料溶液を透析チューブに移し, 0･9% (
W/v) NaCl溶液に対して3日間,さらに蒸留水に対して3日間,それぞれ4℃
で透析を行った.透析内液は遠心分離(10,000rpm, 4℃, 15分間)し,上
清部を凍結乾燥した(アシアロCGP (a-CGPJ ).
!3. CGPの陰イオン交換クロマトグラフィーによる分画
cGPの陰イオン交換体を用いた分画はTanimotoらの方法32)に従って行っ
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た.すなわち, QSepharoseHighPerformance (75ml)をPharmacia社
製カラム(2.5×15cm)に充填し, 10mMTris-HCl緩衝液(pH7.5)で平
衡化させた.同緩衝液に溶解させたCGP (200mg)を流速0.5ml/min, 4℃
下でロードさせた.吸着成分の溶出は,緩衝液中のNaCl濃度をOMから1.OM
まで直線的に上昇させるリニアグラジエント溶出を行い,溶出画分を4mlずつ
分取した.タンパク質の溶出は, 220mmでの紫外部吸収(ペプチド結合)杏
測定することで検出した.
14.ラクトフエリン(Lf)のCT中和括性発現機構解析
①アシアロ化:ラクトフエリンを0.1NH2S04に溶解し80℃で1時間弱
加水分解することにより,シァル酸の除去を行った. (邑二と王)
②メルカプトエタノール処理:ラクトフエリンを5%2-メルカプトエタ
ノール水溶液に溶解させ, 100℃で2分間加熟した. (SH-Lf)
③sDS処理:ラクトフエリンを0.5%SDS, 5%2-メルカプトエタノー
ル水溶液に溶解させ, 100℃で2分間加熱することによりSDS化を行っ
た. (SDS-Lf)
以上の操作後､いずれも蒸留水に対し十分に透析し､凍結乾燥した後中和活
性試験に供した｡
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2-3　結　果
モノシアロガングリオシドGMlの吸着基材としては,ポリスチレンビーズ
がマイクロプレートと比較するとGMl吸着量が約5倍程度高く,かつタンパク
質成分の非特異的吸着量が少ないなどの点が優れていた(図5) ･また, GMl
の溶解溶媒としては, 100%エタノールが最も安定した溶解性と定量的なコー
ティング性を示した. H良P-SAの反応条件の検討では･ PBSによる6･000倍
希釈溶液を用いて室温での反応が最も適していたくデータ未掲載) ･ブロッ
キング剤の検討(図6)においては3%BSAを含むPBSが最も高いブロッキン
グ効果を示し, Tween20においては期待されるような効果は得られなかっ
た.一方,ゼラチンにおいては,濃度の上昇に伴いブロッキング効果が得ら
れるものの,濃度が5%以上になると1時間の静置後はゼリー状に固化し,洗
浄が困難になるために実用的には不適であった･この3%BSAを含むPBSによ
るブロッキング時間の検討では, 3時間処理が最も高いブロッキング効果を示
し,これより長時間の処理では効果が減少した(図7) ･洗浄用緩衝液におい
て臥PBSおよびTween20を含むPBS間では大きな差異は認められなかっ
た.また洗浄回数においても, 1-10回の間で特に大きな違いは見られなかっ
た(図8).ついで,中和活性測定の際のB-CT-Bの至適濃度の検討を行っ
た. B-CT-B濃度を減少させるにつれて活性値の上昇が確認されたが, 0･lLL
g/mlでは濃度が薄すぎたため非常に低い吸光度しか得られず,中和活性の測
定は不可能であった.しかしながら, 0･5〟g/mlでは非常に高い活性値を得
ることができたが,吸光度が低くなってしまうためこの基質(ABTS)を用い
た際には, B-CT-B濃度は1〝g/mlが適していると患われた･
発色基質についてはB-CT-Bを希釈したものを用いて,それぞれの測定限
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図5　ポリスチレンビーズとマイクロプレートウェルへの
モノシアロガングリオシドGMlの結合量の比較
●:ポリスチレンビーズ
『:マイクロプレートウェル
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図6　ポリスチレンビーズにおけるブロッキング剤
およびブロッキング時間の効果
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図7　3%BSAを含むPBSを用いての
ブロッキング時間の影響
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図8　ポリスチレンビーズのPBSによる
洗浄効果の検討
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図9　B-CT-B濃度が中和活性に及ぼす影響
ロ　BICT･Bのみ
●　B･CT･B+Cap
団　中和活性(%)
B-CT-B :ビオチン棲鞭コレラトキシンBサブユニット
CGP :カゼイノグリコペプチド
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界を指標として優位性を確認した.その結果, ｢基質1｣として用いた5-アミ
ノサリチル酸は他の2つの基質に比べて発色性が非常に低く(データ未掲
戟) ,今回の測定法には不適当であった. ｢基質2｣であるABTSおよび｢基
質3｣のTMBZについて比較したところ, TMBZはABTSの10倍以上の発色性
を示し, B-CT-B濃度5ng/mlにおいても十分に測定が可能(図10)な吸光
皮(約0.3)を与え,基質溶液調製時の誤差が少ない点で優れていた･ TMBZ
の発色は30分間の反応時間で最大値を与えたため(図11) ,この時間を｢最
適反応時間｣と定めた. CT-Bの標識法としては,ビオチン標識(B-CT-B)
のものがベルオキシダーゼ標識(P-CT-B)のものよりも発色性および保存
性に優れていた　く表2) .
今回コレラトキシン中和活性物質として用いたLfとB-CT-Bとの反応時間
においては図12に示した. B-CT-Bは反応時間を延長させることで,より多
くビーズと結合していることが確認された.しかしながら, Lfと共にイン
キュベ-トを行うと反応時間に関わらずビーズとの結合性はほぼ一定に保た
れた.このため中和活性値は反応時間上昇に伴い若干の上昇を示している
が,活性を測定するのには1時間の反応でも十分であり,また長時間の反応は
実験操作上大変であるため, ｢中和反応時間｣は1時間が適当であると判断し
た.
以上の結果からコレラトキシン中和活性測定法を以下のように定めた･
①メタノールで洗浄したポリスチレンビーズを,マイクロプレートのウェ
ルに1個ずつ入れる.
②100℃で10分間予備加熟して完全にGMlを溶解させたGMl-エタノール溶
液(50ng/ml濃度)を各ウェルに100〝1ずつ分注しする.
③室温下の真空デシケ一夕-中でエタノールを減圧蒸発させることでGMl
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図10　ABTSとTMBZの検出感度の比較
■　　TMBZ(450nm)
O ABTS(405nn)
ABTS : 2, 21-Azinかbis(3l ethyl- benzothi azoline- 6- sulfonic acid)
TMBZ : 3, 3㌧ 5, 5.-tetramethylbenzidine
28
????????????????
0　　1 0　　　20　　　30　　　40　　　50　　　60
Reactlon Tlme (mh)
図1 1発色基質TMBZの反応最適時間の検討
TMBZ : 3,3■,5,5--tetramethylbenzidine
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図12　ラクトフェリンを用いた中和反応時間の検討
0 :Blank
● : B-CトB+u
団:中和活性(%)
B-CT-8 :ビオチン棲托コレラトキシンBサブユニット
Lf:ラクトフェリン
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をビーズに吸着させる.
④3%BSAを含むPBSを330〟1ずつ分注し, 3時間静置することでブロッキ
ングを行う.
⑤ブロッキング剤を除去した後, PBSを330LLlずつ加えて除去する･この
操作を合計3回繰り返す.
⑥洗浄済みビーズに50〟1のB-CT-BのPBS溶液(10mg/ml濃度)と50〝1
のPBSに溶解した試料溶液(1mg/ml濃度)を加え,振とうしながら1時
間競合反応させる. (ブランクとしてはB-CT-Bと試料の代わりにPBS
をそれぞれ50〝1ずつ加えたものを用いる. )
⑦pBSで3回洗浄後, 6,000倍に希釈したHRP-SA PBS溶液を100LLlずつ
添加し室温で30分間静置する.
⑧pBSで3回洗浄後,各ビーズを1個ずつ別の新しいウェルに移した後,発
色基質であるTMBZを100〝1ずつ添加し,振とうして30分間発色させ
る.
⑨反応停止液100〝1を加えた後,ビーズをウェルから取り出しマイクロプ
レートリーダーを用いて450nmにおける吸光度を測定する.
⑩コレラトキシン中和活性値を算出する.
以上の結果から定めたコレラトキシン中和活性測定法を用いて,陰イオン
交換体QSepharoseを用いて分画したCGP (図13)の中和活性測定を行っ
た結果(表3) ,この方法ではシァル酸含量依存的な中和活性値を得ることは
できず,改良の余地が残された.
一方,各種処理したラクトフェリンの中和活性を測定したところ,アシア
ロ化した際にも中和活性値の減少は確認されなかった(表4) ･しかしなが
ら,メルカプトエタノール処理およびSDS処理を行ったところ,中和活性は
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国1 3　qSepharoseカラムを用いたCGPの陰イオン交換クロマトグラム
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表3　qSepharose分画CGPのNANA含量と中和活性
試料l NANA含量(FLg/mg) ～
a-1
2
3
4
12.0
84.5
245.0
301.0
CGP whole　　　　　44.0
12.7
-21.2
-72.3
-7.9
31.4
1 : q1 -4はCGPのQSepharoseクロマトグラフィーでの分酉成分
2 : NANA%JLはTBA法で測定した
NANA : N-acetylneuraminic acid
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表4　ラクトフェリンの中和活性発現因子の検討
試料　　　　　　　　　　OD450　　　　中和活性(%)
ラクトフェリン(Lf)
アシアロ化Lf
メルカプトエタノール処理Lf
メルカプトエタノール+
SDS処理Lf
ブランク
0.0843　　　　　　49.7
0.0932　　　　　　44.1
0.1527　　　　　　　8.9
0.2687　　　　　-60.2
0.1677
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激減したため,ラクトフエリンの中和活性は糖鎖認識によるものではなく,
タンパク質の高次構造が関与していることが確認された.
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2-4　考　察
様々な病原体の産生する各病原性毒素を検出する方法には,抗原抗体反応
を用いる方法や最近では毒素の構造遺伝子を検出する方法等が行われてい
る･後者の手法は, PolymerasechainReaction (PCR)を用いて,毒素
産生菌の毒素産生遺伝子を増幅させて検出する方法であり,毒素原性大腸菌
の産生する易熱性および耐熱性のエンテロトキシン,腸管出血性大腸菌の産
生するベロトキシン,ブドウ球菌エンテロトキシンおよびコレラトキシンな
どの検出キットが試薬メーカー(TaKaRaなど)から販売されている.しかし
ながら,これらの病原性毒素と特異的に結合し,毒性を中和･低減する物
質,すなわち｢中和活性物質｣については未だ迅速かつ簡便な検出方法は確
立されていない.
これまでに報告されているコレラトキシン中和活性測定法の一つに,
Kawasakiら23)の報告したマイクロプレート上で,ベルオキシダーゼ標識コ
レラトキシンBサブユニットを用いた方法がある.この方法は従来用いられて
いる方法に比べ,測定に要する時間が短く,実験室にマイクロプレートリー
ダーがあれば簡便に定量が可能であるという点において優れていた.しかし
ながら,我々の検討では,この方法に種々の改良すべき点が確認されたた
め,本実験ではより正確な数値化により中和活性成分の相対評価が可能であ
るポリスチレンビーズを用いた新規な測定法の開発を試みた.すなわちGMl
吸着基材としてマイクロプレートに代わって, ELISA法で汎用されるポリス
チレンビーズの導入を検討した.ポリスチレンビーズの利点としては,反応
終了時にはビーズを取り出すことで容易に反応の停止が行えること,洗浄す
ることにより再使用が可能であることなどが考えられ,マイクロプレートよ
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りも経済的であろうと考えられた.コレラトキシンの標識法としては,ビオ
チン標識のものを検討した.従来用いられていたベルオキシダーゼは,分子
量が44kDaであり,コレラトキシンBサブユニット(CT-B)が56kDaである
ことから, CT-B-分子に対して複数のベルオキシダーゼが標識されていると
は考え難い.一方,ビオチンは分子量244Daとベルオキシダーゼに比べ非常
に小さく,多数の分子がCT-Bに結合しているものと考えらるため,ビオチン
と特異的に結合するアピジンの吸着量が増大し,結果的にアピジンを標識し
ているベルオキシダーゼの量が増加するために発色性が向上し,高感度検出
が期待された.
GMlの吸着基材では,マイクロプレートよりもポリスチレンビーズの方が
優れていた.両者ともポリスチレン製であり,表面積には大きな違いは確認
されなかったにも関わらず,今回のようにGMl吸着能に差が現れたのはそれ
ぞれの表層構造の違いにあると考えられた.マイクロプレートでは,底面お
よび側面が非常に滑らかにあるのに比べ,ポリスチレンビーズでは非常に小
さいものではあるが,視認出来るほどの凹凸がビーズ表層には存在してい
た.このため,結果的には実際の表面積は,ウェルよりビーズの方が大きく
なり, GMlの吸着量が増加したものと考えられた.
ブロッキング剤の検討では, 3%のBSAを含むPBSを用いての3時間ブロッ
キングが,最も効果的にタンパク質成分の非特異的吸着を抑制した.ウェス
タンブロッテイングなどに用いられるPVDF膜のブロッキング剤として汎用
されているゼラチンは,濃度依存的にブロッキング効果が上昇したが,濃度
上昇およびブロッキング時間の増大に伴いゲル化が起こり,洗浄の際に非常
に困難になった.非イオン性界面活性剤であるTween20はGM1-ELISA法33
),34)では洗浄用緩衝液に用いられているほか,糖脂質に対するブロッキング
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剤35)としても用いられているが,今回のような糖タンパク質のブロッキング
剤としては不適当であった.ブロッキング後やその他サンプルなどの添加後
の非吸着成分の除去のために行う洗浄用緩衝液は,以前から微量のTween
20を含む緩衝液が用いられてきた23) ,33).しかしながら,本実験においてブ
ロッキング剤の検討を行った結果, Tween20はタンパク質成分の非特異的
吸着を増加させる傾向が見られたことと, PBSを用いて洗浄を行った場合に
はTween20の存在は影響がないという点から,洗浄用緩衝液としては
Tween20を含まないPBSを用いることにした.ブロッキング時間の検討で
は1, 3および20時間について検討を行った.その結果として,大差のない結
果を得ることができたが,実験操作をする場合に長時間の操作は好ましくな
い.しかしながら, 1時間のブロッキングでは3時間ブロッキングに比べて, 3
連で操作を行った際に誤差が生じやすいことが確認されたため, 3時間ブロッ
キングを行うこととした.
次にコレラトキシン中和活性測定の際のB-CT-B濃度の検討を行った.中
和活性測定において中和活性物質と比較して極端にCT-Bが多かった場合に
は,正確な活性値が測定できないばかりか｢中和活性なし｣と判断せざるを
えない状況が生じる.例えば, 10分子のCT-Bを中和する能力のある物質と
cT-Bが20分子が存在していた場合には,この物質の中和括性能は50%とな
る.しかしながら,同条件でCT-Bが過剰に存在していた場合, 100または
1000分子存在していた場合には,その活性は10%または1%と評価されてし
まう.本実験においては,中和活性の高感度検出を目的としているため,最
も中和活性値を高く示すB-CT-B濃度の検討を行った.その結果, 0.5〝g/
mlのB-CT-B濃度で最も高い活性値を得ることができた.しかしながら,哩
論的にはB-CT-Bが低濃度であるほど高い活性値が得られることになる.さ
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らに,これまでに用いてきた基質, ABTSではB-CT-B濃度0.5〟g/mlでの吸
光度が0.06程度と非常に低いため発色基質の検討が必要となった･
ベルオキシダーゼ発色基質の検討では, 5-アミノサリチル酸, ABTSおよ
びTMBZの3種の基質を検討したが, 5-アミノサリチル酸は基質溶液調製法が
容易でないのにも関わらず感度が他と比べて非常に低く,実用的ではなかっ
た. ABTSは感度は5-アミノサリチル酸に比べ非常に高いものの, TMBZと比
較すると高感度ではなかった.さらに,市販のキットであるTMBZが基質溶
液調製が容易であるのに対して, ABTS用時調製の必要性があり秤量の際の誤
差などが生じる可能性が考えられたため本実験においては不適当であると考
えられた.
以上の検討により決定したコレラトキシン中和活性測定法を用いて,陰イ
オン交換体を用いてシァル酸含量により分画したCGPの中和活性を測定し
た.その結果,シァル酸含量に依存的な中和活性値が得られなかっただけで
なく,逆に発色が強くなり,中和活性が測定不可能であった･
これにより,本章で検討したコレラトキシン中和活性測定法はシァル酸含
量の高い試料には不適当であることが示唆された.この原因としてはCT-Bが
5量体であったため,糖鎖認識部位が複数存在し中和活性物質と複合体を形成
し,この複合体がGMlと結合するためではないかと考えられた･次章では,
この複合体形成を利用し,シァル酸含量の多い試料に対する新しい測定法の
開発を行った.
一方,ラクトフエリン(Lf)に関してはこの方法でも十分測定が可能で
あったため,中和活性発現について検討を行うことにした.その結果, Lfは
シァル酸を除去した後も活性を維持したのに対して,メルカプトエタノール
処理を行いジスルフイド結合を切断することにより顕著な活性の減少が確認
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され, Lfの中和活性には結合糖銭が関与していないことが示唆された. Lfの
結合糖鏡の化学構造はSpikら36) ,37)により確認されており,ウシLfの非遼元
末端には｢NANAα2-6Gaト｣構造が存在している.これは,これまで報告
されているCTが認識する構造とは異なる.このことからも, CTとLfの結合
が糖鎖認識によるものではないことが推測され,活性発現はLfの高次構造が
関与している可能性が強いと思われた.しかしながら,この活性発現は本研
究で検討している糖鏡認識結合を利用した測定法では検討できないため,今
後検討を行わないことにした.
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第3章　糖鎖プローブを用いた新コレラトキシン中和活性測定法
の開発と中和活性物質のスクリーニング
3-1緒　言
コレラの発現の原因となる毒素,コレラトキシン(CT)は, AB5型毒素で
あることが知られている3).毒性の発現には, Bサブユニットの腸管への付着
が不可欠であり,付着のメカニズムは腸上皮細胞に存在する糖脂質,モノシ
アロガングリオシドGMlの非還元末端に存在するシァル酸をBサブユニットが
認識･結合することにより行われると考えられている38) ･39) ･
コレラの感染を防ぐには,病原菌であるコレラ菌(VibrioCムoJerae)の
体内への侵入を防ぐことが第-であるが,毒素と特異的に結合する成分,す
なわち中和活性物質を体内に取り入れることにより感染を予防することもで
きる.本研究では,この中和活性物質を高感度に検出する新測定法の開発を
目的としており,前章ではこの測定法の諸条件について検討を行った･
前章では新コレラトキシン中和活性測定法として,ビオチン標識コレラト
キシンBサブユニット(B-CT-B)を用いた測定法を開発した･しかしなが
ら,この方法でもカゼイノグリコペプチド(CGP)の中和活性の測定は可能
であったが, CT-Bと非特異的吸着性の高い成分や,シァル酸含有糖鎖が同一
分子内に複数存在する様な高シァル酸試料の測定には不適当であることが示
唆された.これは,コレラトキシンBサブユニット(CT-B)が5量体であ
り,糖との結合部位が複数存在するため40)と考えられた･ CT自体の研究はか
なり進められており,毒素原性大腸菌の産生する易熱性エンテロトキシン(
LT)または腸管出血性大腸菌の産生するベロ毒素(verotoxin,別名,志賀
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毒素様毒素(Shiga-likd:oXin))などとの構造的類似性の検証は行われてい
る41),42).その他に,モノシアロガングリオシドGMlに結合する糖鎖との親和
性は以前から知られており,最近ではその結合部位の特定も成されている43)
44).しかしながら,中和活性を測定する際にCT-Bが糖鎖認識部位を複数も
つことを考慮している報告はない.同様に我々が前章で開発した測定法も,
このCT-Bが多量体であることが考慮されていなかったため,正確な測定法と
しては不十分なものであった.
本章では, CT-Bに複数の糖鏡認識部位が存在するため,中和活性物質と複
合体を形成しているのではないかという収説を立て,これを検証し,測定法
への応用を試みた.とくに,細胞膜や細胞質内の糖結合性タンパク質である
レクチンを直接検出する際に用いられるビオチン標識糖鏡プローブを用いた
新コレラトキシン中和活性測定法の開発を目的とした.
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3-2　材料と方法
土工二昼藍
本実験では,とくに断らない限り和光純薬工業(秩)社製の特級または1級
試薬を用いた.コレラトキシンBサブユニットはLISTBIOLOGICAL
LABORATORIES,INC. (California,USA)より購入した･ビオチン標識
シァル酸結合プローブ(NANA-BP, α-N-AcetylneuraminicacidBP-
probe, 420034) ,ビオチン標識LacNAc結合プローブ(LacNAc-BP･ N-
acetyuactosamineBP-Probe, 420032)および二糖(GalNAc α 113Gal
)結合プローブ(DS-BP, A-disacchariddBP-Probe･ 420036)は生化
学工業(東京)より購入した･
2LP-CT-Bの単量体化_
5量体であるCT-Bを単量体とするために,超音波処理を試みた･ long/ml
のB-CT-B溶液2mlを試験に採り,超音波洗浄機により15分間超音波処理を
行った.その後,ブロッキングしたGMl吸着ビーズ1個に対して50〝1を加
ぇ,ついで1mg/mlのCGPを同量加えた後･振とうしながら1時間競合反応さ
せた.対照区として札超音波処理を行っていないB-CTIBを用いた･各々
洗浄した後, HRP-SA, TMBZを加え発色させた･
Lペプチドを用いてのプロツキン旦
cGPの非特異的吸着を防ぐために,第2章で用いたBSAよりも低分子での
ブロッキングを検討した.今回はBSAのProteinaseK (Trl-tl'TaChl'um
album由来, NO. 745723, BOEHRINGERMANNHEIM社製,
Mannheim, Germany)消化物,およびアシアロCGP (a-CGP)で検討し
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た. BSAのProteinase K消化は, BSAおよびproteinase Kを20mMTris-
HCl緩衝液(pH7.5)に酵素:基質-5 : 100になるように溶解し, 37℃で
12時間加温保持した.反応終了後, 100℃で5分間加熱することにより酵素反
応を停止させた後,凍結乾燥してBSA分解ペプチドを得た.
ブロッキング剤には, 3%のBSAを含むPBSに, BSA分解ペプチドまたはa-
CGPを1% (W/v)になるように混合したものを用いた.これら2種のブロッ
キング剤と従来のブロッキング剤(3%BSAを含むPBS)の3種をGMl吸着
ビーズに330fllずつ加え, 3時間静直してブロッキングを行った後, B-CT-B
とCGPを競合反応させ中和活性値を測定した.
4.新スクリーニング法の陶発
4-1. B-CT-Bの飽和結合条件の検討
B-CT-Bを本反応の前に出来るだけ飽和になるようにビーズに結合させる
ための反応時間およびB-CT-B濃度の検討を行った.すなわち,ブロッキン
グしたGMl吸着ビーズに10ng/mlのB-CT-Bを100LLlずつ加え, 3, 5, 6お
よび7時間振とうしながら結合させた. PBSで洗浄後, PBSで6,000倍希釈し
たHRP-SA溶液(100〝1)加えて30分間静置し,洗浄後ピンセットで各ビー
ズを1個ずつ新しいウェルに移し, TMBZ溶液(100〝1)加えて振とうしなが
ら30分間反応させた後,反応停止液(100〝1)を加えた.軽く振とうした
後,洗浄したピンセットでビーズを1個ずつ取り出し,マイクロプレートリー
ダー(Mode1450MicroplateReader, Bio-Rad Laboratories社製)杏
用いて450nmにおける吸光度を測定した.
ついで, BICT-B濃度を10ng/mlおよび10LLg/mlについて検討し,反応
時間は1および5時間で行い,発色性を検討した.
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4jZ.新スクリーニング法を用いたCGPの中和活性測定
ブロッキングしたGMl吸着ビーズに10〝g/mlのB-CT-Bを100〟1加え, 1
時間振とうしながら十分に結合させた.洗浄した後,中和活性物質である
cGPおよび陰イオン交換体であるQSepharoseにより分画したCGP (Q-1
-4) (図13参照)を1mg/mlになるように調製したものを100LLl加え, 1時
間振とうし, B-CT-Bへ結合させた.洗浄した後, long/mlのB-CT-B溶液
を100〝1ずつ加え, 1時間振とうしながら反応させた.洗浄した後,方法4-1
に準じて発色させ,吸光度の上昇度を測定した.
4i3_,非標畿コレラトキシンBサブユニットの導入
10LLg/mlのCT-B溶液をブロッキング済みのGMlビーズに加え, 1時間振
とうし結合させた.ついで,洗浄後にCGPおよびQl～Q4を添加し1時間振と
うした.同様に洗浄後, long/mlのB-CT-B溶液を加えて1時間振とうし,
方法4-1に準じて発色操作を行い吸光度を測定し,中和活性を算出した･
4-4. HRP-SAとCGPとの結合性
3%の牛血清アルブミン(BSA)を含むPBSであらかじめブロッキングした
GMl吸着ビーズに, 1〃.g/mlの非標識コレラトキシンBサブユニット(CT-B
) pBS溶液を100〝1加え1時間振とうし, CT-Bを十分に吸着させた･ついで
pBSで3回洗浄後, CGPおよびQl～Q4を各1mg/mlになるようにPBSに溶解
し,それぞれ100LLlずつ加え,振とうしながら1時間反応させた･洗浄後,
pBSで6,000倍に希釈したHRP-SAを100LLl加え, 30分間静置反応させた･
洗浄役,方法4-1に準じて発色させた後,吸光度を測定した･
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4-5.再ブロッキングの検討
試料とHRP-SAの非特異的吸着を防ぐために,ブロッキングを2回行うこと
を試みた.ブロッキング剤としては,従来通りの3%のBSAを含むPBSおよび
0.05% (W/W) Tween20それぞれ330LLlずつを用いて行った.まず, GMl
吸着ビーズをブロッキング剤(BSAまたはTween20)で1時間静置すること
によりブロッキングを行った.ついで, 1LLg/mlのCT-B溶液(100LLl)杏
加え, 1時間振とうしながら十分にCT-Bをビーズへ結合させた. PBSで洗浄
後,中和活性物質として, 1mg/mlのCGP (100〝1)を加え, 1時間振とう
し,反応させた.洗浄役,ブロッキング剤(BSAまたはTween20)を加
え,再ブロッキングを行った.対照区としてはブロッキング剤の代わりに
PBSを加えた.両ビーズとも1時間静置した後, PBSで洗浄し,方法4-1に準
じて発色させ,吸光度を測定した.
5.シァル軽結合プローブの導入
新スクリーニング法は,結果的に中和活性物質の活性の強弱を測定するも
のであったため,活性の有無を検証する測定法が必要となった.そこで,
CT-Bが認識するシァル酸を結合しているプローブを用いての測定法の開発を
試みた.
シァル敢結合プローブ濃度の検討
シァル酸結合プローブ(NANA-BP)をPBSに0.0001, 0.001, 0.005,
0.01および0.1%(W/v)になるように溶解し, CT-Bを十分に結合させたGMl
ビーズに100LLlずつ添加し, 30分間振とうしながら反応させた. PBSで洗浄
後,方法4-1に準じて発色させ吸光度を測定した.
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6. 1次スクリーニング法を用いてのCGPの中和活性判定.
ブロッキング済みのGMl吸着ビーズに10LLg/mlのコレラトキシンBサブユ
ニット(CT-B) PBS溶液を加え,室温で振とうしながら十分に結合させた･
pBSで3回洗浄した後, PBSに溶解した試料100LLlを加え, 1時間振とうしな
がら反応させた.洗浄役, 0.001% (W/V) NANA-BPのPBS溶液(100LLl
)を加え,振とうしながら30分間反応させた.洗浄役,方法4-1に準じて発
色させ吸光度を測定した.中和活性は,得られた吸光度値を以下の式に代入
することにより評価した.
中和活性(%) - (1-A/B) ×100
A ;試料添加画分の平均吸光度値
B ;試料未添加画分の平均吸光度値
7. 2次スクリーニング法を用いてのCGPの中和魚住凋足
ブロッキング済みのGMl吸着ビーズに10LLg/mlのCT-BPBS溶液を100LLl
加え,室温で振とうしながら十分に結合させた. PBSで3回洗浄した後,
1mg/mlになるようにPBSに溶解した試料100LLlを加え, 1時間振とうしなが
ら反応させた. PBSで洗浄後, 10LLg/mlのB-CT一伊BS溶液を100LLl加
え, 1時間振とうしながら反応させた. PBSで洗浄後,方法4-1に準じて発色
させ吸光度を測定した.中和活性は得られた吸光度値を以下の式に代入する
ことにより評価した.
中和活性(%) - (A/B-1) ×100
A ;試料添加画分の平均吸光度値
B ;試料未添加画分の平均吸光度値
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ブランク
低シ7ル槻料
高シ7ルせ試料
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→　→OD450
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→　→OD450
HRP-SA IWBZ
一　一OD450
HRP-SA TMBZ
: CholeT7 Toxin B suburdt
8-か　: NANAIPrObe
●　　: Biotin
図14　コレラトキシン中和活性測定法
(1次スクリーニング法)
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ブランク
高シ7ル触料
一　一OD450
HRP-SA TMBZ
;ニ　　　　;= OD450
HRP-SA　　ⅦZ
Cholera Toxin B subunk
Cholera Toxin B subuTl'rt Biotin-conjugate
図15　コレラトキシン中和活性測定法
(2次スクリーニング法)
49
8. NANA-BP以外の糖錯プローブとのCT-Bの反応性
0.001%になるようにPBSに溶解した各ビオチン標識糖鎖プローブ(DS-
BP, LacNAc-BPおよびNANA-BP)溶液を, CTIBを十分に結合させた
GMl吸着ビーズに100Jllずつ加え, 30分間激しく振とうした.その後, PBS
で洗浄して方法4-1に準じて発色させて吸光度を謝定した.
50
3-3　結　果
1. B-CT-Bの単量体化
cT-Bを単量体とするために超音波処理を試みたが,処理画分と未処理画分
間では大きな差異は確認されず,超音波処理ではCT-Bを個々の結合能を保持
した単量体として分離させることは困難であることが示唆されたく表5) ･
21_乍プチドを用いてのプロツキン旦
今臥中和活性物質として用いているCGPの様なペプチド成分をブロック
するために,タンパク質よりも低分子なペプチドの使用を試み･これまでブ
ロッキング剤として使用してきたBSAをProteinaseKで消化したもの･およ
びCGPからシァル酸を除去したアシアロ化CGPの2種のペプチドについて検
討を行った.その結果, 3%BSAをブロッキング剤としたものよりも,辞素
処理したBSAを3%BSAに混合した場合, CGPの中和活性値が約1･5倍程度
上昇し,ブロッキング効果の向上が確認された(表6) ･
蔓LB-CT-B飽和結合条件の換乱
B-CT-Bのビーズへの結合量を経時的に測定することにより,本測定法の
開発において適するB-CT-Bの結合条件の検討を行った･その結果･ long/
mlのB-CT-B溶液を用いた場合,約6時間で十分量のB-CT-Bが結合すること
が確認された.ついで, B-CT-B濃度の検討においては, long/mlと10〝
ど/mlについて検討を行い,それぞれ1および6時間振とうしながらビーズへの
吸着を試みた.その結果, lo作g/mlの濃度においては･ 1時間の振とう反応
において450nmにおける吸光度が1.2程度と,非常に高い値を得ることが出
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表5　超音波処理によるB-CTTBの単量体化の検討
OD45 0　　Activity(%)
B-CT-B CGP 0.2 1'9　　　　　23.4
Blank 0.286
超音波処理　　CGP 0.21 5　　　　20.5
8-CT- B
Blank 0.270
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表6　低分子成分を用いてのブロッキング効果
OD450　　　中和活性(%)
3%BSA　　　　　　　　　.1615　　　　　17.2
.1950
a-CGP　　　　　　　.1 810　　　　　-3.4
.1750
ProK処理BSA　　　. 1 645　　　　　26.4
.2235
下段:ブランク
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2　　　　　3　　　　　4　　　　　5　　　　　6　　　　　7　　　　　8
Time (hr)
図1 6　B-CT-Bの飽和結合時間の検討
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来た(図16) .
4.新スクリーニング法
QSepharoseカラムにより分画した全てのCGPにおいて,大きな差異は確
認されなかった(データ未掲載) .
与. HRP-SAとCGPの結合性(蓑7)_
HRP-SAがCGPと非特異的に結合している傾向が認められたので,非標識
のCT-Bを用いてビオチンの存在しない系でのHRP-SAの結合性を検討した･
その結果, CGP, Q-1, 2, 4およびブランクにおいては,ほぼ同程度の発色
が確認されたが, Q-3画分においては他と比べて約2倍弱の吸光度を示した･
隻,_再ブロッキングの検討(図17)一一
HRP-SAは,試料によっては非特異的吸着を引き起こす可能性が確認され
たため,従来行っているGMl吸着後のブロッキングの他に試料添加後に再度
ブロッキングをすることを試みた.その結果, CGP, Q-3画分およびブラン
クの全ての画分において, 2回のブロッキングはHRP-SAの非特異的吸着の防
止には効果的であることが確認された(図18).
_7,シァル酸結合プローブ濃度の検討(図19L
シァル酸結合プローブ(NANA-BP)の至適濃度の検討を行った結果,漢
度依存的に吸光度の増大を示した.しかしながら,高濃度での吸光度では発
色が強すぎて本測定法においては不適当であると考えられ, 450nmにおける
吸光度が0.3程度である0.001%濃度での測定が適当であると思われた･
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表7　CGPおよびCGP各成分とHRP-SAの結合性
OD450　　上昇率(%)
CGP 0.055　　　　　94.8
a-1　　　　　　0.055　　　　94.8
Q-2　　　　　　　0.065　　　1 1 2.1
q-3　　　　　　　0.095　　　1 63.8
Q-4　　　　　　　0.060　　　1 03.4
ブランク　　　　　0.058　　　1 00.0
Q1 -4 : CGPをQ Sepharoseで分画した両分(図1 3串原)
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BSA BSA BSA Tween20　Tween20　lst
PBS BSA Tween 20　　PBS Tween20　2nd
図17　糖鎖プローブに対するブロッキング条件の検討
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図18　2次ブロッキングの効果
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.001　　　　.01　　　　　.1　　　　　　1
Concentration of NANA･BP (%)
図1 9　NANA-BP濃度の検討
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8. 1次スクリーニング法を用いてのCGPの中和活性測定(表8)
本章で開発した糖鎖プローブを用いて,コレラトキシン中和活性を測定す
る1次スクリーニング法により, CGPおよび陰イオン交換クロマトグラフィー
により分画した各画分(Q1-4)について活性測定を行った.その結果,シ
ァル酸含量に依存的な中和活性は得られなかったが, Q-3画分を除いてほぼ
理論通りの活性値を確認することが出来た.
9. 2次スクリーニング法を用いてのCGPの中和活性測定(蓑9)
2次スクリーニング法による各CGPの中和括性能測定を行った.結果とし
て, CGP以外の全ての画分に活性が確認された.とくに, Q-3画分において
は吸光度の上昇が著しく,約200%程度の活性値を示した.
10. CT-B認識糖鎖の確認(表10)
cT-Bの認識糖鎖は主に, NANAであることが知られているが,非還元末
端のGalNAcまたはGalも認識するという報告もある.そこで,これらの糖を
含むビオチン標識プローブを用いてCT-Bの糖鎖認識性を確認した.糖鏡プ
ローブは,シァル酸を結合しているNANAIBP, Galを非還元末端にもつ
LacNAc-BPおよびGalNAcが非還元末端に存在する二糖(GalNAc α 1-
3Gal-)を結合しているDS-BPの3種を用いた.その結果, NANAプローブ
では吸光度の上昇が確認されたため,プローブがCT-Bに結合していると考え
られNANAはCT-B認識糖鎖であることが示唆された.しかしながら,その
他2種のプローブにおいては,多少の吸光度上昇が確認されるものの,これら
が認識糖鎖であるということは判断し難いものとなった.
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表8 1次スクリーニング法によるCGP
およびCGP各画分の中和活性
OD450　中和活性(%)
0.230　　　　29.4
0.349　　　　-6. 1
0.237　　　　27.3
0.250　　　　23.3
0.462　　　　-41.7
0.217　　　　33.4
0.269　　　1 7.5
0.326
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CGP
a-CG P
a-1
a-2
a-3
a-4
チーズホエー
ブランク
表9　2次スクリーニング法によるCGP
およびCGP各画分の中和活性
OD450　　上昇率(%)
0.082　　　1 03.8
0.095　　　1 20.3
0.106　　　1 34.2
0.170　　　215.2
0.097　　　1 22.8
9479　　　1 00.0
CGP
Q-1
a-2
Ql3
Q-4
ブランク
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表10　CT-B結合塘故の検討
BindincI SaCCharide Oか50　ActMty (%)
0.261　　　　29.81
0.21 3　　　　　5.97
0.21 4　　　　　6.46
0.201
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NANA
Lac NAG
GalNAc-Gal
Blank
3-4　考　察
コレラの原因となるコレラトキシンがAB5型の毒素であり,そのうちのBサ
ブユニット(CT-B)が腸管のモノシアロガングリオシドGMlの糖鏡を認識･
結合するということは知られている38).最近では, Ⅹ線結晶構造解析および
NMRを用いてのCT-Bの構造解析が行われており(文献) ,その結果CT-Bの
糖鏡認識部位の同定が成された43) ,44).これまでCT-Bの認識糖鎖はGMl結合
糖鎖の非還元末端に存在するシァル酸を含む糖鎖であると考えられてきたが
(図2参照) ,これらの報告によりCT-B一分子中には,シァル酸以外の糖鎖
認識部位の存在が示されていた. Geoffreyらの報告45)によれば, cTの糖鎖
認識割合はシァル酸43%,末端ガラクト-ス39%, N-アセチルガラクトサミ
ン17%であり,それぞれ主に水素結合によりGMlと結合している.このよう
に, CTIBの糖鎖認識部位は複数存在し,実際のCT-Bは5皇体であることを
考えるとCT-B一分子には多数の認識部位が存在することになる.前章で開発
したコレラトキシン中和活性測定法および従来の中和活性測定法では,この
ような点を考慮されていなかったために正確な中和活性が測定できなかった
ことが考えられた.
前章で検討した測定法では,試料の中和活性を発現させるためにCT-Bと同
時にGMl吸着ビーズの入ったマイクロプレートウェルに加えていた.これ
は, CT-BのGMlへの結合の際に同様の糖鎖構造を有する物質を加えることに
より,競合反応を起こさせることを目的としており, Kawasakiらの用いたマ
イクロプレート法23)と同様の手法であった.しかし,この点に問題点がある
と思われた.
この競合反応においては,中和活性物質とCT-BまたはGMlとCT-Bのいず
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れかの反応が起こるはずであった.従来の方法および前章で検討した測定法
では,この2つの反応のうち前者の反応の起こり易さを中和活性としてきた.
しかしながら,中和活性物質の結合糖鎖中にはCT-Bの認識糖鎖が複数存在す
る可能性もある.さらに, CT-Bも糖鎖認識部位が複数存在することが確認さ
れているため40) ,中和活性物質とCT-Bが結合したものにさらにCT-Bまたは
中和活性物質が結合するといった,複合体が形成されることが考えられる.
また, GMlと結合したCT-Bにこのような複合体が結合するといったことも起
こる.前章の測定法ではこのような反応が起こり,結果的にビーズに吸着す
るビオチン標識されたCT-B (B-CT-B)がこのようなことが起こったため正
確な測定が不可能であったものと考えられた.
そこで, CT-Bを単量体にして用いることを考えた.単量体にする方法とし
て超音波破砕を試みたが,その効果は確認されなかった.さらに,単量体に
なったことの確認法に問題があったため, CT-B単量体を用いての測定法の開
発は断念した.
ついで, CT-Bが5量体で中和活性物質と複合体を形成するという性質を利
用しての測定法の開発を試みた.試料とCT-Bの複合体の形成を防ぐために
は, GMl吸着ビーズへの同時添加は不都合である.そこで時間差での試料添
加を行い,人為的に複合体を形成させることにした.まず, GMl吸着ビーズ
にB-CT-B溶液を添加し十分に振とうした.このときB-CT-BのGMlへの結合
を阻害するものは存在しないためB-CT-Bのビーズへの結合は速やかに,か
つ理論的に行われるはずである.このようにして,十分にB-CT-Bを結合さ
せたビーズを洗浄した後,試料を添加して同様に振とうする.このときビー
ズに結合したB-CT-Bには, GMlと結合した部位以外の糖鏡認識部位が残って
いるので中和活性物質と結合することが出来る.これにより,ビーズには
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GMl, GMlを認識･結合したB-CT-B,さらにそれと結合した中和活性物質の
3種の物質が結合していることになる.このビーズにまだB-CT-Bと結合して
いない中和活性物質の糖鎖を狙って,さらにB-CT-Bを添加する.これによ
り,試料が中和活性物質であった場合にはビーズへのビオチン吸着量が増大
するため結果的に吸光度が上昇することになる.この吸光度上昇率を中和活
性として測定することを試みた.この吸光度上昇率を測定する際には,まず
第一段階の土台ともいえるB-CT-Bの結合が飽和状態になっていることが必
要である.この飽和結合条件の検討の結果, long/mlのB-CT-B溶液を用い
た際は6時間, 10LLg/mlのB-CT-B溶液(100LLl)を用いた際は1時間振と
うしながら結合させることで,飽和に近い状態にすることが可能であった.
しかし,この操作はB-CT-Bを短時間に飽和結合させることが目的なので後
者の条件を採用することにした.この条件を用いて新スクリーニング法を試
み,吸光度の上昇率を確認したが, CGP,アシアロCGPおよびシァル酸含量
の違いによりQSepharoseカラムにより分画した各成分(Q1-4)いずれに
おいても差異は確認できなかった.これは,最初にGMlビーズに結合させた
土台ともいえるCT-Bが既にビオチンで標識されているために,大きな差が確
認されなかったのではないかと考えた.そこで,土台となるCT-Bには非標識
のものを用いることにした.
CT-Bを土台として同様に新スクリーニング法を行った結果,シァル酸含量
が最も高いQ-4画分よりも, Q-3画分の方が吸光度が高いという予想外の結
果が得られたが,試料によっての差異は確認することが出来た. Q-3画分の
著しい吸光度の上昇は, Q-3画分中にHRP-SAと非特異的に結合するものが
あるのではないかと考えられた.この検証のために,ビオチンが一切存在し
ない系で同様の操作を行った.その結果,他の成分がほぼ発色しなかったの
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に対して, Q-3画分の強い発色が確認された.このことから, Q-3画分には
HRP-SAと非特異的に結合する何らかの作用があることが確認されたが,今
回はその作用機構については検討を行わなかった.しかしながら,他にもこ
のようにHRP-SAと作用する試料が存在する可能性があるため,ブロッキン
グ条件の再検討の必要性が生じた.
ブロッキング条件としては,試料をビーズに結合させた後にHRP-SAの非
特異的吸着を防ぐために再度ブロッキングすることを試みた.さらに,前章
でタンパク質等のブロッキングには不適当と判断した非イオン性界面活性剤
Tween20について,糖鏡プローブのブロッキング剤としての有効性を検証
した.その結果, 2回のブロッキングを行ったものが最も高いブロッキング効
果を示し, Q-3成分においても十分な効果を示した.また,ブロッキングを1
回のみにする場合にはCT-Bを結合させる前に行う1回目のブロッキングより
ち,試料結合後に行う2回目のブロッキングの方がより効果的であると思われ
た.
1次スクリーニング法の開発の為に,シァル酸結合プローブ(NANA-BP)
の導入を試みた. 1次スクリーニング法とは,本章で検討した新スクリーニン
グ法は中和活性物質の活性の強弱を測定することに対して,活性の有無を検
討するものである.まず, GMl吸着ビーズにCT-Bを結合させ,ついで試料を
添加してCT-Bと結合させる.これに, CT-Bの認識糖鎖であるシァル酸を含
むビオチン標識したプローブすなわちNANA-BPを加える.この時,ビーズ
に結合しているCT-Bの糖鎖認識部位は試料と結合しているものと考えられる
が,未結合の糖鏡認識部位も存在するはずである.そこに, NANA-BPを穴
埋めする形で結合させる.これにより,試料未添加画分ではNANA-BPの結
合が最も多くなり,逆に中和活性成分が含まれている試料を添加した場合に
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はプローブの結合量が減少するため,この減少率を中和活性として算出する
ことを試みた.その結果,前に述べたように本章で検討した新スクリーニン
グ法では測定が困難であったCGPの陰イオン交換体による分画成分において
も測定が可能となった.
つぎに,新スクリーニング法を改良した2次スクリーニング法の検討を行っ
た.これは,中和活性物質の活性の強弱を検討するものである.この測定法
には,土台となるCT-Bが出来るだけビーズに結合していることが必要で,そ
の結合が非特異的であっても問題がなかったため,ブロッキングは試料添加
後の1回だけ行うこととした.結果としては,シァル酸含量に伴う吸光度の上
昇は確認することは出来なかったが, CGPを除く全ての画分において活性が
確認された.シァル酸含量に依存的でなかったことは, CT-Bの糖鎖認識にお
いてガラクト-スおよびN-アセチルガラクトサミンなどが関与しているため
と考えられた45) ,46). Q-3画分が最も高い値を示したのは,前に検討したよう
にQ-3画分中にHRP-SAと非特異的に吸着するものが存在したためと考えら
れ,その作用に関与する要因を検討することが今後あらゆる試料に対応した
測定法の開発には必要であると考えられた.
以上のことから,本研究で開発したコレラトキシン中和活性測定法は,
CT-Bと試料の複合体形成による誤差の生じにくい正確な中和活性の測定が可
能であることが示され,中和活性物質として今回用いたCGP以外の物質に対
しても応用が可能であると思われた.
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第4章　カゼイノグリコペプチドへの新規糖鏡の導入と
中和活性に及ぼす影響
生二王.･.組j
チーズホエーには,ホエータンパク質が豊富に含まれており,現在でも食
品素材として利用されている.しかしながら,その生成量に対しての消費量
は極めて少なく,産業廃棄物として処理されているのが現状である.しかし
ながら,チーズホエー中には微量ではあるが,種々の生理活性物質が含まれ
ており,そのひとつにカゼイノグリコペプチド(CGP)が挙げられる. CGP
は凝乳酵素キモシンのK-カゼイン消化産物であり,様々な生理活性を有する
糖ペプチドである.これまで知られている生理活性の一つに本論文で検討を
続けているコレラトキシン中和活性があり26) ,この活性発現はCGPの結合糖
鎖中にNANAα2-3Gal構造を有していることに由来する(図3参照) .そこ
で本研究ではこのCGPにNANAを含む糖鎖を化学的かつ酵素的に導入するこ
とにより,より生理活性を持つCGPの作出を試みた.
シァル酸の1つであるNANAは, N-アセチルマンノサミンとどルビン酸か
ら生合成され,通常シチジン-5㌧モノホスホーN-アセチルノイラミン酸(
CMP-NANA)を経て,シアリルトランスフェラーゼにより一般に複合糖質
におけるオリゴ糖鎖の非違元末端に結合される.シァル酸の導入法として
は,シアリルトランスフエラーゼを用いる方法または化学合成法のいずれか
を用いるのが一般的である.化学合成法は, 1965年にMeindlら47)がアセチ
ル保護のシァル酸を塩化水素ガスで処理し, 2β-クロル体とした後,炭酸銀
存在下で種々のアルコール類を作用させ, α-グリコシドを合成したのが最初
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であり,現在でも2-チオグリコシドなどを用いての合成は行われている48) ,49
).しかしながら,化学的合成においては水酸基の保護が必要であること,触
媒や保護基の改良などの検討が行われているにも関わらず,天然型α-グリコ
シドの生成比が低いなどの理由からあまり有効な手法とはいえない.
一方,シアリルトランスフェラーゼは1986年Paulsonら50)が3種のトラン
スフェラーゼを用いて, 10種のシアロオリゴ糖を合成したことに端を発し,
水酸基の保護の必要性がないこと,用いる酵素を変えることにより同じ受容
体から複数の生成物を得ることができ,生成物の単離も比較的容易であるこ
とから広く利用されている.しかし,辞素の精製が容易ではないことから大
変高価であり,大量に生成物を得ることは困難である.
そこで,今回は牛胎児血清(FBS)のシアリルトランスフエラーゼ活性に
着目し,酵素を精製することなしに用いることで,比較的安価にNANAを導
入する手法の開発を検討した.
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4-2　材料と方法
1.試薬
本実験では,とくに断らない限り和光純薬工業(秩)社製の特級または1級
試薬を用いた.塩酸-1-エチル3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルポジイミド
は,東京化成工業(東京)から購入した.牛胎児血清(FBS,FetalBovine
Serum)はBIOCELLLABORATORIES, INC. (California, USA)製のも
のを用いた. 2-アミノピリジン(蛍光ラベル用, 01ト14181) , CMP-N
-アセチルノイラミン敢二アンモニウム塩(生化学用, 030-13531)は和光
純薬工業(秩) (大阪)より購入した.ホウ酸ジメチルアミン混合物(
18,023-8)はAldrich Chemical Company, Inc. (Milwaukee, USA)よ
り購入した.
2.ラクト-スのアミノ化
2-1.ラクト-スの直接アミノ化法
Lubineauらの方法51)に従って行った.すなわち,炭酸水素アンモニウム
(79mg, NaHCO3,M.W.=84.01)およびラクト-スー水和物(342mg,
C12H22011 ･ H20,M.W.-360.31)を25%アンモニア水5.45ml (80mM)
に溶解させ,密栓し加温溶解した後, 42℃で48時間インキュベ-トした.渇
色になった反応生成物中のアンモニアを除去するため,ロータリーエバボ
レータ-を用いて40℃下で減圧加温濃締した後,凍結乾燥し｢ラクトシルア
ミン(LacA)混合物｣を得た.
2-2. D-NitroDhenvllactosideを用いたラクト-スのアミ
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(1) Lactose octaacetateの調製
Nanjoらの方法52)に従って行った.すなわち,無水酢酸90mlに塩化亜鉛
(和光純薬工業, 26ト00272) (15g)とラクト-スー水和物(15g)を加
え, 20分間激しく撹拝した後,懸濁液をさらに20分間55℃で撹拝して完全に
溶解させた.室温で冷却した後,冷水400mlを注ぎ溶液を重炭酸ナトリウム
(140g)を発泡を防ぐために少量ずつ添加しpH7.0に中和した.混合液を分
液ロートに移し,クロロホルムで抽出(150mlX3回)した後,有機層は冷水
で洗浄(50mlx3回)し,乾燥剤として無水硫酸ナトリウム結晶を十分皇加
え撹拝し, 2時間放置して十分に脱水を行った.乾燥剤をろ過で除去した後,
有機溶液層をロータリーエバボレータ-を用いてシロップ状になるまで濃締
し,ジエチルエーテル(200ml)を加えて分散させた.冷蔵庫で一晩放置
後,減圧乾固してシロップ状の｢Lactoseoctaacetate｣を得た.
(21 Lactoseoctaacetateの自己触媒反応による0-nitrot)henvl
het)taacetvllactosideの調製
p-Nitrophenol (18.2g,130.8mM)を180℃に設定しておいたオイルバ
ス中で加熱融解し,温度を保持したままLactoseoctaacetateをガラス棒で
撹拝しながら添加した. 180-190℃に保持するためのオイルバスとしては,
鉄製のボウル(¢10×5cm)にサラダ油250mlを満たし,電磁調理器を用い
て180℃に設定することにより行った.結晶が完全に溶解したら,減圧下で
15分間反応させた後,混合液は室温で冷却し,エタノール(40ml)で分散
し,冷凍庫で一晩放置した.結晶はろ過により回収し,冷エタノールで洗浄
し, ｢p-nitrophenymeptaacetyllactoside｣を得た.結晶を500mlメタ
ノールに加温酵解し,溶液は活性炭(5g)で処理した.ろ過により活性炭を
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除去した後,ろ液をロータリーエバボレータ-を用いて約50mlに濃縮した.
エタノール250ml加え一晩冷蔵庫内に静置した.結晶はろ過で回収し,減圧
で乾燥させて｢p-nitrophenylheptaacetyllactoside｣を得た.
【3l D-Nitrot)henvlhel)taaCetVllactosideの脱アセチル化
p-Nitrophenyheptaacetyllactosideをクロロホルムーメタノール-1 :
1 (Ⅴ/V)溶液90mlに懸濁し, 1.OMナトリウムメトキシド(CH30Na,
M.W.-54.02)を含むメタノール溶液(500〝1)を加え,室温で1時間撹拝し
た.懸濁液が透明になったら再懸濁させ,懸濁液を冷蔵庫に一晩入れ結晶化
させた.結晶をろ過で回収し,冷メタノールで洗浄した後減圧乾固し, p-
nitrophenyl-β-lactosideの粗結晶を得た.結晶は, 100mlの蒸留水に溶解
し,活性炭で処理した.ろ過で活性炭を除去後,ロータリーエバボレータ-
でろ液を10mlに濃締し,これにエタノール(150ml)を加え,冷蔵庫で一晩
静置して結晶化を行った.結晶沈殿物はろ過で回収し,減圧乾固して精製｢
刀-nitropheny1- β-lactoside｣ (PNP-Lac)を得た.
(4)ニトロ基の還元
次の2法を用いて行った.
①. Usuiらの方法53)に従ってpNP-Lacのニトロ基を反応性に富むアミノ
基へ置換した.すなわちpNP-Lac (100mg)と10mgのパラジウムカーボン
(165-07542,和光純薬工業)を含む50%メタノール溶液を室温下で2時間
放置し,接触還元を行いニトロ基からアミノ基へ置換した.試料をろ過して
パラジウムカーボンを除去後,メタノールを減圧下で十分に除去し,凍結乾
燥を行い｢p-aminophenyl-β-lactoside (OAP-Lac) ｣を得た.
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②. PNP-Lac (long)を0.1MSodiumHydrosulfite (Na2S204,
M.W.-174.10, 190-02115)を含む0.5M NaHCO3溶液5mlに溶解し,室温
で2時間激しく振とうした.ついで凍結乾燥を行いpAP-Lacを得た.
3. CGPへのラクト-スの導入(LacICGPの合成)
3-1.　カルポジイミドを用いたラクト-スの導入法
cGPまたはシァル酸を弱加水分解で除去したアシアローCGP (a-CGP)
(各5mg)とラクトシルアミン(LacA)またはpAP-Lac (各50mg)を蒸留
水1mlに溶解し, 1N塩酸を加えてpHを4-5に調整した.ついで,縮合剤と
して水溶性カルポジイミドである塩酸-1-エチル3-(3-ジメチルアミノプロピ
ル)カルポジイミド(EDC,東京化成工業, D1601)の10% (W/v)水溶液
(1ml)を200〟1ずつ, 3分間隔で5回に分けて加えた.混合液は,緩やかに
振とうしながら室温で24時間反応させた.その後,反応液をまず5% (W/v
)塩化ナトリウム水溶液に対して3日間,さらに蒸留水に対して3日間, 4℃で
透析を行い,非特異的に吸着している遊離の糖(主にアミノ化ラクト-ス)
を除いた後,凍結乾燥を行い,粉末をLacAICGPおよびpAP-Lac-CGPとし
た.また,対照試料として, EDCのみを加えずに同様の操作を行ったものを
用いて, CGPへのラクト-スの導入率を検討した.
3-2.　アミノカルポニル反応を用いたラクト-スの導入法
Katoらの方法54)を一部改良して行った.すなわち, CGP (50mg)と同量
のラクト-スを10mlの蒸留水に溶解し,凍結乾燥を行った. CGP-ラクト-
ス混合凍結乾燥粉末を,底に蒸留水を入れたデシケ一夕-中で50℃で5日間イ
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ンキュベ-トした.反応生成物は5mlの蒸留水に溶解した後, 5%NaCl水溶
液で3日間,次いで蒸留水で3日間4℃下で透析し,非特異的に吸着している遊
離糖などを除去した後,凍結乾燥を行い｢ac-Lac-CGP｣を得た.
4. Lac-CGPへのシァル酸の導入
3種類Lac-CGP試料(Lac-CGP, RAP-Lac-CGP,およびac-Lac-CGP
) (各2mg)とCMP-N-アセチルノイラミン酸二アンモニウム塩(CMP-
NANA) (1.5mg)に帝素を失括させるために行う非動化処理(56℃,
45min)していない牛胎児血清(FBS)を200〟1を加え,さらに防腐剤とし
てトルエン(5〝1)を添加した後, 37℃で50時間インキュベ-トした.つい
で, 100℃で5分間加熱することにより酵素反応を停止させ, 24% (W/v)ト
リクロロ酢酸(TCA)溶液(205J上l)を加えた後,遠心分離(10,000rpm,
4℃, 15分間)した.ついで,上清を5% (W/v)塩化ナトリウム溶液に対し
て3日間,さらに蒸留水に対して3日間, 4℃下で透析を行い,非特異的に吸着
していると思われる遊離の糖質(主にNANA)などを除去した後,凍結乾燥
を行い｢NANA-Lac-CGP｣を得た.対照試料としては, FBSのみを加えず
に一連の反応を行ったものを用いた.
5.糖質組成分析
高速液体クロマトグラフィー(HPLC)による単糖分析
試料をピリジルアミノ化(PA化)し, HPLCで定性定量分析を行う方法
は, Haseらの方法55)に準じて行った.すなわち,試料(100LLg)に2N塩
醍-2Mトリフルオロ酢酸混合液(40FLl)を加え,窒素置換した後密栓し,
100℃で正確に4時間加熱することにより試料の加水分解を行った.次いで,
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試料に内標準物質のリボ-ス(20nM)を加え,窒素噴霧により濃縮乾固し
た.次いで, N-アセチル化剤くどリジン:メタノール:蒸留水-15:30:
10(V/V)) 50LLlおよび無水酢酸(2fLl)をこの順に加え,十分に撹拝した
後,室温で30分間静置することにより再N-アセチル化を行った.窒素噴霧に
ょり濃締乾固した後,五酸化二リンを入れた真空デシケ一夕-中で一晩乾燥
させ,単糖混合物を得た.この試料にカップリング試薬(2-アミノピリジン(
蛍光ラベル化用,和光純薬工業)100mgに酢敢50〟1加え溶解した後,メタ
ノール60〝1を加えたもの) 10〝1を加えて,十分に撹拝し, 90℃に保った
ヒ-テイングブロックで正確に20分間加熱することによりPA化を行った.窒
素噴霧により60℃で20分間加熱乾固した後,還元試薬(ホウ酸ジメチルアミ
ン混合物(Aldrich社製)6mgを酢酸100〟1に溶解したもの) 10〟1を加えて十
分に撹拝し, 90℃で35分間加熱した.室温に冷却後,メタノール(20〟1)
次いでトルエン(40〟1)を加えて窒素噴霧により50℃で乾固した.この操作
を再び繰り返した後,トルエン(50〝1)を加えて50℃で窒素噴霧することに
ょり乾固し,蒸留水(100〝1)に溶解した後,ろ過膜(孔軽0.45〟m,直径
4mm,サンプレップ4(TトHV, MILLIPORE社製)を用いて精密ろ過を行っ
たものを2LLl供試した. HPLCによる分析条件は以下の通りである.
HPLC分析条件
HPLC :日立L-6200ポンプ/F-1080蛍光検出器
カラム: TaKaRaPALPAKTypeA (4.6×150mm)
移動相:アセトニトリル/0.7Mホウ酸緩衝液(pH9.0) -1 :9 (Ⅴ/v)
溶出:イソクラティツク
流速: 0.3ml/min
検出:蛍光検出　励起波長:Ex;310nm,検出波長:Em;380nm
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カラム温度:65℃
内標準物質:リボ-ス(Rib), (100-10nM)
定量は,標準糖溶液を試料と同様にPA化したものとの相対保持時間および
ピーク面積の比較により行った.
7.チオパルビツール硫敢法(TBA法) 561_571によるシァル酸の定量
試料に0.1N硫酸(0.5ml)加え80℃で加熱してシァル酸を遊離させ, lN
水酸化ナトリウムを加え中和した後,過ヨウ素酸溶液(25mM過ヨウ素酸-
0.125N硫酸pHl.2)を0.25ml加え, 37℃で30分間保持することにより酸
化を行った.ついで,過剰の過ヨウ素酸を分解するために亜ヒ酸ナトリウム
溶液(2%亜ヒ酸ナトリウムを含む0.5N塩酸溶液)を0.2ml加え遊離してく
るヨウ素の黄色が消失したのを確認した後,ただちに0.1M2-チオパルビ
ツール酸(4,6-ジヒドロキシ12-メルカプトビリミジン, TBA)溶液(TBA
1.44gを蒸留水70mlに加え,水酸化ナトリウムペレット3個加えてTBAを溶
解させた後, 1NNaOH溶液でpH9.0に調整し蒸留水を加えて全量を100ml
にしたもの)を2ml加え,よく混合した後密栓し沸騰水浴中で7.5分間加熟し
た.紫色を呈した液を流水で十分に冷却し,塩酸-ブタノール溶液(12NHCl
:n-プチルアルコール-1 : 19 (Ⅴ/v) )を5ml加えよく撹拝した後静置し
た. 2層に分離後,軽く遠心分離(2,000rpm, 5分間)し,ブタノール層
(上層)の吸光度(549nm (赤紫) )を測定した.
8.薄層クロマトグラフィー(TLC)五aL
調製したラクトシルアミンについて, TLC分析を行った.反応生成物(育
機物)の検出は硫酸-メタノール溶液の噴霧により行い,アミノ基の検出はニ
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ンヒドリン試薬を用いて行った.分析条件は以下の通りである.
薄層板; DC-Alufolien Kieselge1 60, Art.5553, (Merck社製)
展開溶媒;酢酸:酢酸エチル:水-1:2:1 (Ⅴ/v)
または,クロロホルム:酢酸エチル-1:1 (Ⅴ/v)
検出法; (A) 1% (W/v)ニンヒドリン･ブタノール試薬
(B) 5% (Ⅴ/v)硫酸･メタノール試薬
100℃で3-5分間加熟した.
9.各種シアリルラクトシルCGP (ネオCGP)のコレラトキシン中和活性
の測定
コレラトキシン中和活性測定は,第3章で開発した1次および2次スクリーニ
ング法を用いて行った.
4-3　結　果
ラクト-スの還元末端アノマ一位にアミノ基を導入する方法として,
Lubineauらの方法51)に従い,炭酸水素アンモニウム,アンモニア水および
ラクト-スー水和物を混合しインキュベ-トすることにより直接アミノ化を
行う方法,およびラクト-スを自己触媒反応を用いてp-ニトロフエニル誘導
体を調製し,その後還元することによりp-アミノフエニル誘導体を得る2法に
ついて検討を行った.
ラクト-スの直接アミノ化法では,インキュペ-トするにつれて溶液が褐
色透明となり反応生成物の合成が確認され,容易にラクト-スのアミノ化を
行うことが可能であった.
p-アミノフェニル誘導体の調製においては,目的とするアノマ一位以外の
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水酸基を保護する必要があったために,多段階の操作を必要とした.まず,
ラクト-スから, Lactoseoctaacetateを調製した.塩化亜鉛存在下の無水
酢酸中にラクト-スを溶解させたところ,室温では完全に溶解することは出
来なかったが, 55℃に加温しながら撹搾することによって完全に溶解が確認
された.ついで,冷水を加えたところ,上層に反応生成物(Lactose
octaacetate)と思われる油状の物質が確認された.重炭酸ナトリウムを発
泡に注意しながら添加して中和した後,クロロホルムで抽出し濃桁した.シ
ロップ状になった濃緑物をジエチルエーテルに分散し,冷蔵庫で放置したが
粉末は得ることが出来なかった.このため,次の自己触媒反応にはジエチル
エーテルを除去した無色透明のシロップ状の濃締液を反応生成物として供し
た.
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Lactose octaacetateの自己触媒反応によるp-nitrophenyl
heptaacetyllactosideの調製を行った.オイルバス中でp-nitrophenol (黄
負)を溶解し, Lactoseoctaacetateを少量ずつ添加して反応させた後,エ
タノールに溶解し冷蔵庫内で静置したが結晶を得ることは出来なかったため
これを濃縮し,次の反応にもこの濃縮液を用いた.
ついで, 刀-nitrophenylheptaacetyllactosideの脱アセチル化を行っ
た.方法2-2(3)に従って処理し,冷蔵庫内で結晶化を行ったところ,黄色の
結晶を得ることが出来た.これをろ過し,蒸留水に溶解した後凍結乾燥を
行ったところ10.2gの黄色の粉末(p一mitrophenol, 刀-nitrophenyl
lactoside混合物)を得ることが出来た(収量34%) .
ついで, p-nitrophenyllactosideを還元Lp-aminophenyllactosideと
した.この還元法には,パラジウムカーボンまたはSodiumHydrosulfiteを
用いて行った.
以上の合成過程を,薄層クロマトグラフィー(TLC)により確認した.ク
ロロホルム/酢酸エチルを展開溶媒に用いた結果(図21) ,疎水性の物質
Lactose octaacetateおよびpNP-heptaacetyllactosideの合成が確認され
た. PNP-heptaacetyllactosideを脱アセチル化を行ったものについても,
比較的この溶媒に対して溶解性の低い生成物が確認され, PNP-lactosideが
合成されていることが示唆された.しかしながら,その生成物の割合が低
かったため,再び脱アセチル化を行った.ついで, TLCの展開溶媒を酢酸/節
酸エチル/蒸留水に変えて同様に展開を行ったところ,図22に示した様に
Lactose, Lactose octaacetateおよびpNP-lactoside混合物すべてのバン
ドが確認された. PNP-lactoside混合物においては, Lactoseおよび
Lactoseoctaacetateとほぼ同位置に2つのバンドが確認され, 刀-
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図21 p-Nitrophenyl-Lactosideの薄層クロマトグラフィー
①pNP- heptaacetyH actosi de
②Lactose octaacetate
⑧Lactose
④J刑P- l actosi de
展開溶媒;クロロホルム:酢酸エチル-1 : 1
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p一mitrophenyl lactoslde?
図2Z p-Nitrophenyl-Lactosideの
薄層クロマトグラフィー
(DLactose
②Lactose octaacetate
@pNP-Iactoside complex
展開溶媒;酢薮:酢敢エチル:水-1 :2:1
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nitrophenyl基が導入されなかったLactoseが存在していることが示唆され
た.これら3種のLactoseをクロロホルム/酢酸エチルを展開溶媒として同様
にTLCを行ったところ, LactoseおよびpNP-lactoside混合物は展開されな
かったのに対し, Lactoseoctaacetateのみの展開が確認され,図22で確認
されたpNP-1actoside混合物のLactose以外の生成物はLactose
octaacetateではなく,合成されたpNP-lactosideであることが示唆され
た.
ついで, p一mitrophenyl基を遺元し, 刀-aminophenyl基へと変換した.
還元法は2法行い,遺元効率を検討した.生成物の確認は, TLCでニンヒドリ
ン試薬を用いてアミノ基を検出することにより行った.その結果,パラジウ
ムカーボンを用いての遺元(PAP-Lac I )より, SodiumHydrosulfiteに
よる還元法(刃AP-LacⅡ)が有効であることが確認された(図24) .
以上の様にして合成したアミノ化ラクト-スを,水溶性カルポジイミドを
用いた縮合反応によりカゼイノグリコペプチド(CGP)への導入を試みた.
同様に, CGPへ糖鏡を導入する方法として,アミノカルポニル反応を用いる
ことを考えた.これら3種のCGPの糖導入率を検討するためにピリジルアミノ
化によるHPLCでの単糖分析を行った(図25-28) .
その結果(義ll) ,顧著なグルコースの導入が確認されたのはLacNH2-
CGPのみであった.しかしながら,全てのLactosyl-CGPにおいてガラク
ト-スの導入が確認され,これら3法いずれにおいても糖鎖の導入は可能であ
ることが確認できた.
ついで,これら3種のLactosyl-CGPに牛胎児血清(FBS)中のシアリルト
ランスフェラーゼ活性を用いて, NANAの導入を検討した.各CGPのNANA
含量の測定にはTBA法を用いて測定を行い, CGPのシァル酸含量を100とし
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図23　pINitrophenyl-Lactosideの
簿層クロマトグラフィー
(むLactose
@p-nitrophenyI lactoside complex
⑧Lactose octaacetate
長持溶媒;クロロホルム:酢鼓エチル-1 : 1
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①　　②　　③　　④
5%硫酸-メタノール発色
1. Lac
Z. PNP-Lac
3. PJP-Lac1
4. PAP- LacIL
①　　②　　③　　④
ニンヒドリン発色
1. Lac
Z. PAP-Lacl
3. PNP- Lac
4. PAP- LacII
図24　p-NitrophenyトLac還元後の薄層クロマトグラフィー
展開溶媒; Acetate : Ethyt A:etate : Water-1 : 2 : 1
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ln)V] Gal NAc
20. 00　　　　　　　40. 00　　　　　　　60. 00　　　　　　　80. 00　　　　　　100. 00
【Ninuto] Sp ≡ 400
図25　ピリジルアミノ化(PA化)によるCGPの単糖分析
Column : TaKaRa PALPAK TypeA
Solvent : CH3CN:0･7M Berate buffer(pH9..0)- 1 :9(V/V)
Flow rate : 0.3ml/min
Temp. : 65℃
Detection : Ex;3 1 0nrn, Em;380nm
87
【mV】
【mV]
Gal
20. 00　　　　　　　40. 00　　　　　　　60. 00　　　　　　　80. 00　　　　　　100. 00
lMinute] sp ≡ 400
図26　PA化によるLacNHz- CGPの単糖分析
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【hV] GalNAc
20. 00　　　　　　　40. 00　　　　　　　60.･00　　　　　　　80. 00　　　　　　　100. 00
lMinute] sp ≡ 400
図27　PA化によるpAP-Lac- CGPの単糖分析
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l mv] Gal NAG
20. 00　　　　　　　40. 00　　　　　　　60. 00　　　　　　80. 00　　　　　　100. 00
lMinute] sp = 400
図28　PA化によるacLac- CGPの単糖分析
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表1 1 LactosyトCGPの糖質組成
GaJNAc Gal G)c GIcNAc
LacNH2-CGP　　　　　1 4.0　　　　29.1　　　　　9.6　　　　　3.7
b一ank 1 0.6　　　　　4.2　　　　　03 　　 3
PAP-Lac-CGP 1 1.5　　　1 5.5　　　　4･5　　　　3･Z
blank 1 0.8　　　　　5.4　　　　　3.5　　　　　2.8
acLac-CGP　　　　　　1 2.9　　　　　20.1　　　　　2.8　　　　　3.5
blank　　　　1 6.9　　　　1 6.2　　　　　　3.6　　　　　　3.9
CGP 1 1.5　　　　　8.4　　　　　6.3　　　　　4.8
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てNANA含量上昇率を算出した(図29).その結果, PAP-Lac-CGPに対し
てNANAを導入したものが最も効率よくNANAを結合した.
さらに,これらのSialylactosyトCGPに対してコレラトキシン中和活性を
測定した(図30).その結果, NANAの導入率に依存的な結果を得ることが
でき,本測定法によりNANA含量を指標として中和活性を測定することが可
能であることが示唆された.
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FBS　+　　　　　　+ +
図29　NANAの導入率の比較
FBS+ ;各Lac-CGPとNANAをFBSとともにインキュベートLNANAの導入那
期待されるもの
FBS- ; FBSを加えずに同様にインキュベートしたLac-CGPとNANA
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･FBS　+　　　　　+　　-　　+
図30　各Iactosyl CGPのコレラトキシン
中和活性の比較
FBS+ ;各Lac-CGPとNANAをFBSとともにインキュベートLNANAの導入が
期待されるもの
FBS- : FBSを加えずに同様にインキュベートしたLac-CGPとNANA
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4-4　考　察
本章では, NANAを導入することによりCGPが本来有しているコレラトキ
シン中和活性をより向上させた｢ネオCGP｣を作出することを目的として,
CGPに新たにNANAを含む糖鏡導入の可能性およびその後のCT中和活性の
動向について検討を行った.
CGPへの新規糖鏡の導入法としては,初めにNANAα2-3Gaト部分を含む
オリゴ糖鎖を合成し,ついでCGPへ導入する方法が最も望ましい.しかしな
がら,酸性糖であるNANAを含むオリゴ糖鏡を直接化学的または酵素的に導
入するのは現時点では難しい.そこで,今回はまずCGPに還元二糖類である
ラクト-ス(Lac : Galβ1-4GIc)を導入し,この非違元末端Gal部分へ
NANAを転移させることにした.
LacをCGPに導入する方法としては, ①Lacをアミノ化した後,水溶性カ
ルポジイミドを用いての脱水縮合反応により導入する方法および②アミノカ
ルポニル反応によるラクト-スのリジン残基への導入法の大きく分けて2つの
手法の検討を行った.
初めの①のラクト-スのアミノ化法については, (a)Lubineauらの方法51)
により還元二糖類であるラクト-スの還元末端GIcのアノマ一位(C-1位)に
直接アミノ基を導入する方法(直接アミノ化法) ,および(b)刀-ニトロフェ
ノールをラクト-スに結合させた後ニトロ基をアミノ基へ還元することによ
りp-アミノフェニル誘導体を合成する方法(pNP法)の2法について検討し
た･ラクト-スの直接アミノ化法は,後に述べるpNP法に比べて水酸基の保
護の必要がなく,操作が非常に簡便であることが特徴的であった.しかしな
がら,反応時間の増加により糖のアルカリ異性化反応が進行し,多種の副生
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産物の出現が確認され59) ,さらに目的とする反応生成物の収率が低いなどと
いう点に多少の不満が残った.
一方, p-ニトロフェノールおよび糖質からのp-ニトロフェニル(PNP)請
導体の調製は古くから行われており,各種グリコシダーゼの活性確認のため
の基質として試薬メーカー(生化学工業など)からも市販されている.しか
しながら,ラクト-スやオリゴ糖の誘導体は市販されてはいない. Nan30ら52
)はキトオリゴ糖とp-ニトロフェノールの自己触媒反応を用いて数種の誘導体
の合成を行っている.今回はこの方法に従い, PNP-lactoside (PNP-Lac)
を調製することにした.その結果, PNP-Lacの調製では自己触媒反応を用い
て行ったため高い収率は得られなかったものの,合成が可能であることが
TLCおよびNMR (データ未掲載)によって確認された.収率を挙げるために
は操作が煩雑になる可能性があるが,より適当な触媒を用いることが必要で
あると思われた.
ついで,以上の(a)および(b)の2法により合成したラクトシルアミンをCGPに
導入するために水溶性カルポジイミド(EDC)を用いた.カルポジイミド
は,カルポキシル基とアミノ基との脱水反応を促進させる化合物であり,カ
ルポキシル基へ様々な官能基を結合させる際にも用いられている. EDCは水
溶液中での反応が可能であるため,ペプチド形成反応や糖鎖固定アフイニ
ティーカラム調製60)の際に広く用いられている試薬である.今回は, CGP中
に10-11残基存在するアスパラギン酸,グルタミン酸などの酸性アミノ酸残
基のカルポキシル基とラクトシルアミンのアミノ基を反応させることにより
ラクト-スの導入を試みた.
また, CGPへラクト-スを直接導入する第2の方法(方法②)として,アミ
ノカルポニル反応を利用することにした.アミノカルポニル反応によるタン
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バク質への糖の導入は,以前から行われており,オボアルブミン, BSAおよ
びα-ラクトアルブミンへのラクト-スの導入が可能であることが示されてい
る55),61),62)ため, CGPへの導入も可能であると考えられた.この方法は,操
作が非常に簡単であることが特徴である..しかしながら,反応には湿度を65
%に正確に長時間保つことが重要であり,このために恒温恒湿器などの特別
な装置が必要である.今回は,デシケ一夕-中に水を張り密閉して50℃で保
持することにより湿度を一定に保つことにしたので,正確に湿度65%で反応
させることは出来なかった.しかしながら, HPLCによる単糖分析の結果,
ラクト-スの導入は確認され,この方法で非常に簡便に糖の導入が可能であ
ることが示唆された.
以上の方法により導入したラクトシルCGPについてHPLCを用いた単糖分
析を行い, 3法の糖導入における優位性を検討した.その結果,ラクト-ス単
位で導入されていたのは直接アミノ化法によるもののみであり,その他の2法
ではガラクト-スの導入は確認されたが,グルコースの導入は確認すること
が出来なかった.これは, pNP法では自己触媒反応時に,アミノカルポニル
法ではCGPとの締合時にそれぞれグルコースが開環してしまったためと考え
られた.しかしながら,本研究では非還元末端のガラクト-スが存在するこ
とが重要である.そのため,グルコースは開環してしまっているが明らかに
ガラクト-スは新規導入されているため,これら2法もラクト-ス導入には有
効であり, 3法どの手法でも次のNANAの導入には適していることが示唆され
た.
次にラクトシルCGPへのNANAの導入を試みた. NANAの新規導入法には
化学的および帝素的導入法が考えられた.化学的導入法は古くから行われて
おり,シァル酸を2β-クロル体とした後,種々のアルコール類を作用させ合
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成したのが最初である47).現在までに様々な手法により収率の向上が計られ
ているが,いずれも合成操作が煩雑であり実用性に乏しい.一方,帝素的導
入法ではシアリルトランスフェラーゼを用いて,オリゴ糖非還元末端へ基質
特異的にNANAをα結合させることが出来る.その際に水酸基の保護が必要
ないため操作はいたって簡単であり,化学合成法を含めたシァル酸の全締合
法中で最も効率よく生成物を得ることが可能である.しかしながら,酵素の
精製が容易でないため非常に高価であり,酵素の固定化法も開発されていな
いため,生成物を安価で大量に得ることは困難である.そこで,今回は同様
のシアリルトランスフェラーゼ活性を有するFBSを用いてのNANA転移を試
みた.今回調製した3種のラクトシルCGPに対してNANAの導入を試みたと
ころ,いずれのCGPにも導入が確認された.しかしながら,その導入量は少
なくあまり効率の良い物ではなかった.これは, FBS中に存在するシアリ
ダーゼにより,合成されたNANA糖鎖が再び消化されたのではないかと考え
られた.今後,シアリダーゼ阻害剤などの添加,またはその他のシアリダー
ゼ阻害法を検討する必要があると思われた.
以上の様にして合成したSialylactosyトCGPに対して,前章で開発したコ
レラトキシン中和活性測定法を用いて活性測定を行った.その結果, NANA
含量依存的に中和活性を示したため,新たに導入されたNANAはコレラトキ
シン認識構造である｢NANAα2-3Gal一構造｣であることが確認された.さ
らに,前章で開発した測定法によりNANA含量の高い試料の中和活性測定が
可能であると考えられた.
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第5章　結論および今後の展望
コレラ菌(Vl'bn'Ocholerae)の産生するコレラトキシン(CT)は,ヒト
腸管に存在するモノシアロガングリオシド-GMl (GMl)結合糖鏡である
｢NANAα2-3Gaト構造｣を認識･結合することが知られており38),39) ,こ
れと同様の糖鎖構造を有し, CTと特異的に結合する物質は｢コレラトキシン
中和活性物質｣と呼ばれている.この中和活性物質の検出方法は,以前から
様々なものが提唱されているが迅速かつ簡便な測定法は未だ開発されていな
い.本実験では,ポリスチレンビーズおよびビオチン標識CT-Bサブユニット
を用いることによりアピジンービオチンシステムを導入することで高感度検出
法を開発することを目的とした.
GMlを固定する基材として,従来用いられてきたマイクロプレートウェル
とELISA法で汎用されているポリスチレンビーズを検討した結果, GMl結合
性およびタンパク質成分の非特異的吸着の防止が可能であることからポリス
チレンビーズの優位性が確認された.ブロッキング剤としては,牛血清アル
ブミン(BSA) ,ゼラチンおよびTween20の3種を検討したが, 3%のBSA
を含むPBSによる3時間のブロッキングが最もブロッキング効果が託められ
た. CT-Bの標識法としては,従来用いられてきたベルオキシダーゼ標識およ
びピオチン標識について,その発色性,安定性などを検討したが,いずれの
点においてもどオチン標識のものが優れていた.西洋ワサビベルオキシダー
ゼ標識ストレプトアピジン(H良P-SA)に対しての発色基質として, 5-アミ
ノサリチル酸, ABTSおよびTMBZを検討した.その結果, TMBZが最も高感
度検出に適していることが示唆された.これらの条件を用いてポリスチレン
ビーズを用いたコレラトキシン中和活性測定法を開発し,モデル中和活性物
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質としてカゼイノグリコペプチド(CGP)を用いて測定法の有効性を検討し
た.その結果, CGPの中和活性が測定可能であることが示唆された.しかし
ながら, CGPを陰イオン交換体であるQSepharoseカラムにより分画した高
シァル酸含量画分に対しては測定が難しく,さらなる改良が必要となった.
第3章では第2章で開発した測定法の問題点の解消を検討した.ここでは,
CT-Bが5量体でありCGPと複合体を形成することを利用し, 2つのスクリー
ニング法を用いることにより中和活性の測定を可能とした.まず,中和活性
の有無を検討するために1次スクリーニング法の開発を行った.これは,まず
GMl吸着ビーズに非標識のCT-Bを十分に結合させた後, CGPを添加してCT-
Bへ結合させた後, CT-BのCGPと結合していない糖鏡認識部位と結合させる
ためにビオチン標識したシァル酸結合プローブ(NANA-BP)を添加した.
ついでHRP-SAを加え,発色基質であるTMBZを添加して発色させ,吸光度
を測定した.ここでCGPが中和活性能があるのであれば, cT-Bの糖鎖認識
部位と結合するためNANA-BPの結合部位が少なくなり,発色性が低くなる
のでこのブランクに対する吸光度の減少率を中和活性値とした.その結果,
シァル酸含量依存的に中和活性値が確認され, 1次スクリーニング法により
CT中和活性が測定可能であることが示唆された.ついで中和括性能の強弱を
検証する2次スクリーニング法を検討した. 1次スクリーニング法と同様に
GMl吸着ビーズにCT-Bを十分結合させた後, CGPを結合させた.さらに,
B-CT-Bを加え, CGPと複合体を形成させ従来通り発色させた.ここで,
CGPにCT-B認識糖鎖が複数存在する場合にはCGPはCT-B結合後, B-CT-B
とも結合する.すると,ここでビーズにビオチンが結合したことになるため
発色するようになる.このブランクに対する発色の上昇度を中和活性値とし
た.これにおいても, 1次スクリーニング法と同様の結果が得られたため, 2
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次スクリーニング法も有効であると考えた.
次にCT-B認識糖鎖(NANA)を新たにCGPに導入することを検討した･
NANAの導入は,まずCGPへラクト-スを導入した後, FBS中のシアリルト
ランスフェラーゼ活性を用いてNANAを転移させることにした･ラクト-ス
の導入は,ラクト-スをアミノ化し水溶性カルポジイミドを用いてCGPと脱
水反応を起こさせる方法と,アミノカルポニル反応を用いた簡便な方法の2法
を検討した.さらにラクト-スのアミノ化法は, Lubineauらの方法に従った
直接アミノ化法およびp-ニトロフエニル誘導体を調製した後,遼元してp-ア
ミノフエニル誘導体とするpNP法の2法を検討した.これらのラクトシルアミ
ンをCGPへ導入した後, HPLCによる単糖分析に供した結果,ガラクト-ス
の導入が確認された.アミノカルポニル反応を用いた導入法でも同様に糖の
導入が可能であることが示され,いずれの方法においても新たにラクト-ス
を導入したラクトシルCGPの調製が可能であることが示唆された･
ついで,以上の3種のラクトシルCGPにNANAの導入を試みたところ,い
ずれのCGPおいてもNANAの転移が確認された.しかしながら,その転移量
は少なく, FBS中のシアリダーゼにより合成されたNANA糖鎖が消化されて
いる可能性が示唆された.収率を上げるためにはシアリダーゼを阻害する必
要があると思われた.さらに, 3種のSialylactosyトCGPについてCT中和活
性測定を行ったところ,各々NANA導入前よりもの活性値の上昇が確認され
た.このことにより,今回導入されたNANAが｢NANAα2-3Gal構造｣を
とっていることが確認された.
以上のことにより新たにNANAを含む糖鏡を合成し, CGPへの導入が可能
であることが示唆された.しかしながら,収率が低いという点で不満が残
り,今後高収率での合成が可能である系を確立する必要があると思われる･
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